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RESUMO

Eichhornia crassipes, uma macrofita aquatica de flutuacdo livre, € uma
espécie tropical pertencente a familia Pontederiaceae. Por possuir uma alta taxa
de crescimento e distribuicdo cosmopolita, é considerada uma espécie invasora
em corpos aquaticos, tais como lagos e rios. Devido a sua alta capacidade de
acumular metais pesados e outros poluentes, tem sido amplamente estudada
por pesquisadores como um meio alternativo de descontaminagéo de aguas,
através de fitorremediacdo. Assim, com o intuito de estudar os metabdlitos
secundarios produzidos por essa espécie, o extrato etandlico foi preparado e
analisado por técnicas cromatograficas (CCD, CLAE-DAD) e espectroscopicas
(RMN 1D e 2D). A fragdo hidroalcodlica foi submetida a separacdo em CC
utilizando Sephadex LH-20 e metanol, possibilitando o isolamento e identificacdo
estrutural de seis substancias: 1,4-diidroxi-2-metoxibenzeno, acido 3,4-
diidroxibenzoico, &cido p-hidroxibenzoico, acido cafeico, &cido chiquimico e

uridina.

Palavras-chave: Eichhornia crassipes, Pontederiaceae, produtos naturais.



ABSTRACT

Eichhornia crassipes, a free-floating aquatic macrophyte, is a tropical
species of Pontederiaceace family. Due to its high growth rate and cosmopolitan
distribution, it is considered an invasive species in aquatic bodies such as lakes
and rivers. Because of its high capacity to accumulate heavy metals and other
pollutants, it has been widely studied as an alternative method of water
decontamination by phytoremediation. Thus, in order to study the secondary
metabolites produced by this species, the ethanolic extract was prepared and
analyzed by chromatographic (TLC, HPLC-DAD) and spectroscopic (1D and 2D
NMR) techniques. The hydroalcoholic fraction was separated by CC using
Sephadex LH-20 and methanol, allowing the isolation and structural identification
of six compounds: 1,4-dihydroxy-2-methoxybenzene, 3,4-dihydroxybenzoic acid,

4-hidroxy-benzoic acid, caffeic acid, shikimic acid, and uridine.

Keywords: Eichhornia crassipes, Pontederiaceae, natural products.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Eichhornia CrassSipes .......coovieeiiiieiiiiie e 15
Figura 2 - Natureza invasiva de E. CrasSIPES .....cooeeevvvieeviiiiiiiieee e 16
Figura 3 — Substéancias derivadas do fenaleno isoladas de E. crassipes........ 18

Figura 4 - Substancias identificadas em E. crassipes pelo grupo de pesquisa 19
Figura 5 - Preparacéo e obtencdo dos extratos de E. crassipes..................... 24

Figura 6 - Separacédo da fracdo hidroalcoodlica da parte aérea de E. crassipes

Figura 7 - Espectro de RMN de *H da fracdo 06 em DMSO-ds (600 MHZz)...... 27

Figura 8 - Cromatograma semipreparativo das substancias isoladas da fracao

(0] 3R UPOPPPPPRSTR 28
Figura 9 - Substancias isoladas de E. CrassSipes .......cccccccveeeeiiieeieeeviiiiiineeeen, 29
Figura 10 - Representacao estrutural da substancia 1.............cccccevvvvienenennn. 29
Figura 11 - Representacao estrutural da substancia 2.............ccccevvvvvieeeneenn. 31
Figura 12 - Representagédo estrutural da substancia 3............cccccccvvvviiiiinnnnnns 32
Figura 13 - Representacgdo estrutural da substancia 4...........cccccuvvveeiiinnnnnnnns 33
Figura 14 - Representacao estrutural da substancia 5.............ccoovvvvviieieenenn. 35

Figura 15 - Representacao estrutural da substancia 6..............ccccevvvvieeeeennn. 36



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Extratos obtidos de E. CrasSIPesS........ccuuuviieeeeeieeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeinnn 26
Tabela 2- Dados de RMN de *H e de 13C de 1 (J em Hz, D20, 600 MH2) ....... 30
Tabela 3- Dados de RMN de 'H e *3C de 2 (J em Hz, D20, 600 MHz)............. 32

Tabela 4- Dados de RMN de 'H e 3C de 3 (J em Hz, CD3OD, 600 MHz)....... 33
Tabela 5- Dados de RMN de 'H e 3C de 4 (J em Hz, CD3OD, 600 MHz)....... 34
Tabela 6-Dados de RMN de 'H e 3C de 5 (J em Hz, CD3OD, 600 MHz)........ 35
Tabela 7- Dados de RMN de *H e 3C de 6 (J em Hz, CD3OD, 600 MHz)....... 36



1D

2D
ACN
AcOEt
cC
CCD
CLAE

DAD
dd
DMSO
EM
HMBC
HSQC

MeOH
Me2CO
NOESY
RMN

sl

TFA
uv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Deslocamento quimico

Unidimensional

Bidimensional

Acetonitrila

Acetato de etila

Cromatografia em Coluna
Cromatografia em Camada Delgada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Dupleto

Detector de arranjo de diodos

Duplo dupleto

Dimetilsulfoxido

Espectrometria de Massas
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Single-Quantum Correlation Spectroscopy
Constante de acoplamento

Multipleto

Metanol

Acetona

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Ressonancia Magnética Nuclear
Simpleto

Simpleto largo

Tripleto

Acido Trifluoroacético

Ultravioleta



SUMARIO

LUNTRODUGAO ...t 14
1.1 EichNOrNia CraSSIPES ......ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee ettt 15

1.1.1 Utilizactes € POLENCIAIS ........uuviiieeeeeieeiiiiiiie e e ee e 16

1.1.2 MetabOlitos SECUNAANIOS ...........uvviiiieieeiiiiiiieeee e 17
2.0BJIETIVOS . ... e 20
2.1 ODJELIVOS QEIAIS.....uuvuiiiieeeeeeeeeeiie e et e e 20

2.2 Objetivos €SPECITICOS ....ccoeviieeeiiie e 20
3.PARTE EXPERIMENTAL ...oui e 21
3.1 SOIVENTES ... 21

3.2 EQUIPAIMENTOS ...ttt 21

3.3 Analises cromatografiCas .........ccuveeeeeieeeiiiiiieeee e 22

3.4 Coleta da espécie vegetal de E. Crassipes.........cccccvveieieeeeeeennnnns 22

3.5 Obtencéo e preparacao do extrato vegetal .............ccccceevveeeeiinennns 22

3.6 Triagem quimica dos extratos VegetaiS..........cccccvrrrrrrrnrmnernrnnnnnnns 22

3.7 Fracionamento dos extratos vegetais e elucidacdo ou determinacao

estrutural das substancias iSOladas ..............ccoovvvvviiiiiii e, 23
4. RESULTADOS E DISCUSSAO .......ccoioieiieeeeeeeeeeeee e, 26
4.1 Triagem quimica dos extratos vegetais..........ccccceeeeeeeeeeeeeeeenvnnnnnn. 26

4.2 Avaliacdo do perfil metabélico por CLAE-DAD e RMN de 'H do

extrato e fragfes hidroalCoOlCaS ..........ooocuuviiiiiiiiee e 26

4.3 Determinacao estrutural das substancias isoladas de E. crassipes

...................................................................................................................... 28
e I 1o 10 = (1 ) U RT 29
4.3.2 Acido ChiqUIMICO (2) cvvoveeeeeeeeeee et 31
4.3.3 Acido 3,4-diidroxib€nZoico (3)......ccueevveveeieeeeeeeeeees e 32

4.3.4 ACIHO CAFBICO (4) ...vveeeeeeeeee et 33



4.3.5 Acido p-hidroxibenzoiCo (5) .......c.ccuveviveeieieeeieeeeees e 35

4.3.6 1,4-diidroxi-2-metoxitenzeno (6) .........coovvevvvrriiiieeeeeeeeeeiiiinnnn 36
B . CONCLUSAOD ..ottt 37
REFERENCIAS ..o e ettt ettt ettt 38

APENDICE. ...ttt 42



14

1. INTRODUCAO

Plantas, microrganismos e animais sdo utilizados desde a antiguidade
como fonte de substancias com potencial farmacolégico, inseticida, alucindgeno,
entre outros.! Na Grécia Antiga, por exemplo, extratos vegetais eram ingeridos
em rituais para execucdes. Ja nas civilizacdes indigenas observa-se o uso da
bixina como corante para fins religiosos, estéticos e de protecdo, e de espécies
de Slrychros e Chondodendron na obtencéo dos curares. Além disso, ha relatos
da utilizacdo de 6pio pelos sumérios, extraido dos bulbos da papoula (Papaver
somniferum), como sonifero e analgésico. Dessa espécie vegetal foi isolada a

morfina, analgésico utilizado até hoje em caso de dores severas.!?

Os metabolitos obtidos de fontes naturais possuem uma alta
complexidade e diversidade molecular, além de uma grande especificidade e
seletividade nas atividades bioldgicas.® Devido a essas caracteristicas, os
produtos naturais provenientes, principalmente de plantas, contribuiram com o
avancgo da medicina. A descoberta de compostos como os salicilatos, encontrado
nas plantas de Salix sp, artemisinina isolada da Artemisia annua, que apresenta
atividade contra a maléaria e Paclitaxel (Taxol®), farmaco anticancerigeno isolado
de plantas da espécie Taxus brevifolia, sdo exemplos do avanco dos estudos

voltados aos produtos naturais.*°

A gquimica de produtos naturais desempenha um papel importante nos
campos de conhecimentos cientificos e nas atividades econdmicas.® Conforme
as técnicas de isolamento e de caracterizacdo cromatografica, espectroscopica
e espectrométrica foram evoluindo, o conhecimento a respeito do metabolismo

secundario dos organismos vivos foi se tornando mais abrangente.?®

Apesar dos inumeros produtos sintéticos presentes no mercado, 0S
produtos naturais provenientes de plantas e outros organismos vivos ainda
continuam sendo alvo de estudos, como é o caso da espécie vegetal Eichhornia

crassipes.’



15

1.1 Eichhornia crassipes

A espécie Eichhornia crassipes pertence a familia Pontederiaceae, sub-
familia Trollioideae e tribo Eichhornieae, e é conhecida popularmente como
aguape, jacinto-da-agua, mururé, rainha-do-lago e orelha-de-veado (Figura 1). A
espécie é originalmente nativa de regides tropicais e subtropicais da América do
Sul, no entanto, seu apelo ornamental levou a sua introducdo aos demais

continentes, estando presente em mais de 50 paises.®

Figura 1 - Eichhornia crassipes

Fonte: invasive.org

E uma macrdfita de flutuacdo livre, que se prolifera rapidamente,
formando “tapetes” (Figura 2) que dificultam a entrada de luz nos corpos
aguaticos, diminuindo também a concentracdo de oxigénio e nutrientes
dissolvidos e, portanto, pode causar efeitos negativos no meio ambiente, na
saude humana e no desenvolvimento de atividades econémicas.®%1! Devido a
sua hatureza invasiva e infestante, se tornou uma planta daninha em alguns
corpos aquaticos, como o lago Victoria (Africa)!2, sendo listada dentre as 100
piores espécies invasoras do mundo de acordo com a Unido Internacional de

Conservacédo da Natureza (IUCN).12
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Figura 2 - Natureza invasiva de E. crassipes

Fonte: invasive.org

1.1.1 Utilizacbes e potenciais

Por ser uma planta de facil obtencéo, com elevada taxa de crescimento e
baixo custo, E. crassipes é alvo de estudos por muitos pesquisadores como uma
alternativa para solucionar os problemas relacionados a contaminacao de aguas
por metais pesados.'* A fitorremediacdo envolve o uso de plantas na
descontaminacdo ambiental, em meios como corpos aquaticos e solos, e possui
vantagens quando comparada com meétodos fisico-quimicos tradicionais, além

de ser ambientalmente sustentavel e de baixo custo.1>16

Na literatura sdo descritos varios trabalhos que apresentam o potencial
das macrofitas aquaticas como espécies fitorremediadoras de metais. Em 2017,
Romero-Hernandez e colaboradores analisaram a tolerancia e a
hiperacumulacéo de uma mistura de ions metalicos (Cu*?, Pb*2, Hg*?, Zn*?) pelas
plantas aquéticas Typha latifolia, Lemna minor, Eichhornia crassipes e
Myriophyllum aquaticum e obtiveram resultados promissores, onde a
porcentagem de remoc¢ao apoés cinco dias de exposi¢cdo para E. crassipes foi de
97,9% e por M. aquaticum de 94,9%, a partir de uma concentracédo de 1 mg.L?
de Cu e 0,5 mg.L! para os outros metais.* Outras pesquisas com macrofitas
dos géneros Eichhornia, Thypha e Myriophyllum mostraram a acumulacéo de Cu
e Zn nas raizes, e a translocacdo de Pb para as folhas.!” Diante desses
resultados, é possivel observar a grande capacidade dessas macrofitas no



17

processo de fitorremediacdo. No entanto, até o presente momento, ndo ha
trabalhos descritos na literatura que relate os possiveis metabdlitos secundérios

gue podem contribuir para esse processo.

A alta concentragédo de hemicelulose (30-35% da massa seca) obtida da
biomassa de E. crassipes, a torna uma fonte promissora para estudos de
producdo de energia, como bioetanol, biogas e hidrogénio.*® Os nutrientes da
planta permitem a producao de racdo para alguns animais, como ruminantes e
porcos, além de se mostrarem eficazes como adubo em plantacdes de tomate e
batata.'1° Estudos também demonstram a potencialidade dessa macroéfita em

tratamento de dguas contaminadas por fésforo e nitrogénio.?°

1.1.2 Metabolitos secundarios

Além dos estudos de E. crassipes a respeito de fitorremediacdo e
producdo de energia, ha estudos para a identificacdo e o isolamento dos
metabolitos secundarios, os quais foram identificados compostos como
flavonoides, terpenoides, esterdis, alcaloides e glicosideos.'® Na literatura sdo
encontrados trabalhos como o de Della Greca e colaboradores???, nos quais
sdo descritas substancias aromaticas derivados do fenaleno, que possuem
grande importancia pelo seu papel como fitoalexinas e fitoanticipinas, capazes

de atuarem no sistema de defesa da planta (Figura 3).
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Figura 3 — Substancias derivadas do fenaleno isoladas de E. crassipes
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Fonte: Adaptado de Della Greca e colaboradores (2008 e 2009)%2:23

Em 2010, Shanab e colaboradores estudaram os efeitos alelopaticos de
E. crassipes, e evidenciaram a presenca de aleloquimicos responsaveis pela
inibicdo e crescimento de outras cepas patogénicas de bactérias, fungos e
algas.?* Essas substancias, derivadas de ftalatos, sdo complexas para serem
sintetizadas. Os autores relataram ainda a presenca de alcaloides, compostos

fendlicos e terpendides no estudo fitoquimico da macrdfita.

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, até o momento,
resultaram no isolamento e identificacdo de nove substancias (Figura 4):
stigmasterol (X), sitosterol (XI), campesterol (XIl), etil B-xilopiranosideo (XIII),
acido chiquimico (XIV), acido protocatecuico (XV), acido cafeico (XVI), uridina
(XVII) e delfinidina (XVI111).25 26.27 E importante ressaltar que o acido chiquimico
€ 0 precursor da sintese do medicamento oseltamivir conhecido comercialmente
como Tamiflu, um eficiente inibidor do virus da gripe humana H1N1 origem suina,

virus da gripe sazonal tipo A e B e virus da gripe aviaria H5N1.2528
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Figura 4 - Substancias identificadas em E. crassipes pelo grupo de pesquisa
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Tendo em vista a potencialidade de E. crassipes nos processos de
fitorremediacdo e o baixo numero de estudos na literatura relacionados a
composicdo quimica dessa espécie vegetal, este trabalho foi desenvolvido com
a finalidade de identificar metabdlitos secundarios produzidos por essa macrofita
visando contribuir com a comunidade cientifica com a descoberta de novas

substéancias, agregando maior valor a planta.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Realizar a prospeccao quimica da parte aérea (folhas e peciolos) da
espécie vegetal Eichhornia crassipes, através do estudo dos extratos organicos,
por técnicas de separacdo, isolamento e identificacdo de metabdlitos

secundarios.

2.2 Objetivos especificos

Obter os extratos organicos brutos da parte aérea de E. crassipes e
realizar a triagem quimica dos mesmos por CCD, CLAE-DAD e RMN de H.
Submeter esses extratos a processos de fracionamento e isolamento das
substancias através de técnicas cromatograficas adequadas. E por fim, elucidar
ou determinar as estruturas das substancias isoladas utilizando técnicas

espectrométricas de RMN unidimensionais.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Solventes

Os solventes deuterados (CD30OD, CDCIs, DMSO-ds e D20) utilizados nos
experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram da marca Sigma-
Aldrich™ e CIL®. Os solventes empregados nos processos cromatograficos
foram de graus PA e HPLC, sendo eles acetonitrila, acetona, butanol,
cloroférmio, etanol e metanol das marcas Merck®, Neon® e J.T.Baker®. A agua
foi destilada e deionizada em aparelho da marca Milli-Q (resistividade minima
18,2 MQ.cm a 25 °C).

3.2 Equipamentos

Para a concentracdo dos extratos e fracdes foi utilizado evaporador
rotativo da Buchi® R-114 (banho de aquecimento B-480) sob pressao reduzida
com auxilio de bomba de vacuo Bichi® B-169 e sistema de refrigeragéo.

As amostras foram pesadas em balancas da Denver Instruments APX200
(analitica) e Gehaka BG2000 (semi-analitica).

As analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
realizadas utilizando cromatégrafo JASCO® com controlador LC-Net 1I/ADC,
bomba PU-2086 Plus, injetor automatico AS-2055 Plus, detector de arranjo de
fotodiodos MD-2018 Plus e detector de dicroismo circular CD-2095. No modo
analitico foi empregada coluna C-18 ODS (Zorbax RX-C18, 4,6 x 250 mm, 5 ym,
Agilent®), enquanto que no modo semi-preparativo foi utilizada coluna C18 ODS
(Zorbax RX-C18, 9,4 x 250 mm, 5 ym, Agilent®).

Os espectros de RMN unidimensional (*H, 3C, NOESY) e bidimensional
(HSQC e HMBC) foram adquiridos em espectrometro Bruker, modelo Avance Il
HD 600 (14,1 T), com frequéncia de 600 MHz para o ntcleo de 'H e de 151 MHz
para o 13C. Todas as amostras foram analisadas em uma sonda criogénica de 5
mm com deteccdo inversa e trés canais de aquisicdo (*H, '3C e 'N) na

temperatura de 23 °C
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3.3 Analises cromatograficas

As amostras analisadas por CLAE-DAD foram previamente solubilizadas
em metanol (10 mg.mL!) e submetidas a um “clean up” utilizando cartuchos de
silica C18 ODS (500 mg, 3,0 mL, Chromabond®) e filtradas em microfiltro de
PVDF (13 mm, 0,22 um, Exacta).

3.4 Coleta da espécie vegetal de E. crassipes

As macrofitas E. crassipes foram coletadas no Clube N&utico (Rodovia
Anténio Machado de Sant’anna, Km 63) no estado de Séo Paulo. A identificacédo
da espécie foi realizada pela Dra. Maria do Carmo Estanislau do Amaral, e uma
exsicata estd depositada no Herbario da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), sob 0 n° 164949 e nomeacéao Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.

3.5 Obtencao e preparacao do extrato vegetal

As plantas foram lavadas em agua corrente e separadas em parte aérea
(folhas e peciolos) e raizes. O material foi seco em 30 °C, triturado em moinho
de facas e posteriormente submetido a extracdes com solventes organicos de

diferentes polaridades (acetona, butanol, metanol e etanol).

O material vegetal foi extraido trés vezes com cada solvente, na proporcao
de 4 g de material vegetal para 80 mL de solvente, sendo uma extracdo a cada
trés dias em temperatura ambiente. Posterior a extracdo, os solventes foram

removidos sob presséo reduzida em um evaporador rotativo.

3.6 Triagem quimica dos extratos vegetais
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Os extratos brutos obtidos foram analisados por CCD, CLAE-DAD e RMN
de H.

A avaliacdo quimica por CCD (Cromatografia em Camada Delgada) foi
realizada utilizando placas de silica gel e fase moével CHCIl3:MeOH 9:1,
hexano:AcOEt 7:3, tolueno:Me2CO 3:2 e AcCOEt:MeOH 1:1.

Para as analises por CLAE-DAD em gradiente exploratério, as amostras
foram previamente solubilizadas em MeOH (100%) e submetidas a um “clean
up”. ApOs este procedimento, as amostras foram diluidas para uma
concentracédo de 10 mg.mL* e foram armazenadas em frascos para injecéo.

O sistema utilizado para analise em CLAE-DAD foi coluna analitica C-18
ODS, com injecdo de 40,0 pL e eluicdo em gradiente exploratorio H20:ACN
(0,1% HOAC) 70:30 a 0:100 v/v por 50 min., permanecendo nesta condi¢cdo por
mais 10 min., fluxo de 1,0 mL.min! e A inicial de 200 até 510 nm.

Os experimentos de RMN foram realizados em espectrometro Bruker
Ascend 111 600 com campo magnético de 14,1 T. Como referéncia interna utilizou-
se TMS. As amostras (5 mg.mL™?) foram solubilizadas em solventes deuterados
D20 (com pureza = 99,8% para D) e CDsOD (D, 99,9%).

3.7 Fracionamento dos extratos vegetais e elucidacdo ou

determinacéo estrutural das substancias isoladas

AplOs a triagem quimica dos extratos brutos preparados em escala
reduzida, foi selecionado etanol como solvente para a extragcdo em escala
ampliada, conforme metodologia descrita no item 3.5. O extrato bruto etandlico
da parte aérea (16,52 g) foi previamente solubilizado com 250 mL de H20:MeOH
1:1 (Figura 5). Realizou-se uma particao liquido-liquido com 3 x 100 mL de

hexanos e obteve-se a fracdo hidroalcdolica (11,4 g) e hexanica (3,1 g).
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Figura 5 - Preparacéo e obtencdo dos extratos de E. crassipes

Parte Aérea
l 204,85 £ ]

Trés extracoes com EtOH destlado

Extrato etandlico

‘ 16,52 g ]
Parte insolivel -Solubilizado em 250mL de H,0:MeOH (1:1)
‘oo eblmg . - Particdo lig/lig em 3x100mL de hexanos
Fragdo hexdnica Fracdo hidroalcoolica

310 11,37g

A fracdo hidroalcodlica da parte aérea de E. crassipes foi submetida a
separacao por cromatografia em coluna com fase estacionaria Sephadex LH-20
(70 x 4 cm) e foi utilizado metanol 100% no modo isocratico como fase movel.
Para o fracionamento, 4 g da fragdo hidroalcodlica foi solubilizada em 10 mL de
metanol 100% e centrifugada. O sobrenadante obtido apds a centrifugacéao (3,30
g) foi aplicado na coluna. Foram coletadas 61 fracdes, de aproximadamente 10
mL cada, que foram analisadas por CCD e agrupadas de acordo com o perfil
cromatografico obtido, resultando em 17 fraces (Figura 6).

Figura 6 — Separac¢éo da fracao hidroalcodlica da parte aérea de E. crassipes

Fragdo hidroalcoolica
11,37 g

Fracdo hidroalcoolica
LS 4I0 H
| -Solubilizado em 10 mL de MeOH 100% e centrifugado

Parte insolavel Parte solivel
l 0,708 J l 3,308 J
Fracionamento Sephadex LH-20 com fase movel
MeOH 100%
61 fragbes
l 10 mL cada J

Andlise por CCD e juncdo pelo perfil guimico

17 fragoes

| 3,25g J
S| 1e2(3omg)
Fragdo 06 | 20-23min -> 30 2 100% B | 3 (1,5 mg)
[ 116,30 mg | [T 4e5(1,3 mg)

6 (1,0 mg)
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As fracOes obtidas foram analisadas por CCD, CLAE-DAD e RMN de H.
A avaliagdo quimica por CLAE-DAD foi realizada utilizando gradiente
exploratorio H20:ACN (0,025% de TFA) 95:05 a 0:100 v/v por 20 min com fluxo
de 1,0 mL.mint e A inicial de 200 até 510 nm.

Das 17 fracdes resultantes, a fracdo 06 foi selecionada, inicialmente, para
o isolamento dos metabolitos secundéarios por CLAE-DAD de acordo com a
condicdo: de 0,1 min a 8 min variou de 5 a 30% de ACN, 8 min a 20 min foi
mantido 30% de ACN e de 20 a 23 foi de 30 a 100%. Este fracionamento foi
realizado em coluna semipreparativa C-18 ODS com inje¢do maxima de 100,0
UL e eluicdo em gradiente H20:ACN (0,025% TFA) 95:05 & 0:100 v/v por 23 min.,
permanecendo nesta condigcdo por mais 10 min., fluxo de 2,5 mL.min! e A inicial

de 200 até 510 nm, resultando em 9 subfracdes (Figura 6).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Triagem guimica dos extratos vegetais

A triagem quimica dos extratos vegetais obtidos de E. crassipes (Tabela
1) foi realizada por analises cromatograficas e espectroscopicas, como CCD,
CLAE-DAD e RMN de H.

Tabela 1- Extratos obtidos de E. crassipes

Material Vegetal Extrato Massa do extrato (mg) Rendimento (%)

Parte Aérea Acetbnico 60,0 1,50
Butanolico 70,1 1,75

Metandlico 302,3 7,55

Etanolico 323,0 8,07

Raizes Acetbnico 31,1 0,77
Butanolico 32,3 0,80

Metanolico 110,2 2,75

Etandlico 122,0 3,06

A Tabela 1 apresenta o rendimento dos extratos vegetais obtidos de
acordo com a metodologia descrita no item 3.6. Podemos observar que os
extratos metanodlicos e etandlicos apresentaram os melhores rendimentos,
sugerindo que o solvente etanol e metanol tenham extraido uma maior
quantidade de metabdlitos. Diante disso e dos resultados obtidos das analises
por CLAE-DAD e RMN de 1H, escolheu-se etanol como solvente para preparacao

de extrato bruto envolvendo maior massa vegetal

4.2 Avaliacao do perfil metabélico por CLAE-DAD e RMN de 'H
do extrato etandlico e fracdes hidroalcodlicas
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A fracdo hidroalcoolica obtida da particéo liquido/liquido do extrato bruto
etandlico da parte aérea foi submetida a analise por CLAE-DAD e RMN de H.

Andlise detalhada do cromatograma (Apéndice 1) evidenciou a presenca
de substancias de polaridade variando de média a alta. Com base nas
informagdes obtidas, como o tempo de retengédo e o perfil do espectral UV/vis
das substancias, decidiu-se realizar o fracionamento utilizando a técnica de
cromatografia em coluna (CC) por exclusdo de tamanho com fase estacionaria
Sephadex-LH20 (item 3.7).

As fracdes obtidas foram analisadas por CLAE-DAD e RMN de 'H para a
avaliagéo do perfil quimico.

A fracdo 06 foi inicialmente selecionada para estudo com base no perfil
cromatografico e nos dados obtidos por RMN de *H. O espectro de RMN (Figura
7) apresentou sinais na regiao dos hidrogénios metilénicos e metilicos (& 0,9-
3,0), carbindlicos (& 3,0-4,0), olefinicos (& 4,5-6,0) e sinais de hidrogénios
aromaticos (& 6,5-8,0). A fracdo 06 foi submetida a CLAE em escala
semipreparativa (item 3.7) (Figura 8), obtendo as substéancias 1 e 2 (3,9 mg), 3
(2,5mg),4e5(1,3mg) e 6 (1,0 mg).

Figura 7 - Espectro de RMN de *H da fracdo 06 em DMSO-ds (600 MHZz)
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Figura 8 - Cromatograma semipreparativo das substancias isoladas da fracdo 06

100

le2

Intensity [%]
n
2
1
w

4e5

T T T T T T T
20,0 22,0 24,0 26,0 28,0

T T
0,0 2,0 4,0 8,0 8,0 10,0 12,0 14,0 15,0 18,0
Retention Time [min]

Condiges: coluna semipreparativa C-18 ODS (Zorbax RX-C18, 4,6 x 250 mm, 5 ym, Agilent®);
fase movel: H20:ACN (0,025% TFA) de 0,1 min & 8 min variou de 5 a 30% de ACN , 8 min & 20
min foi mantido 30% de ACN e de 20 a 23 min foi de 30 a 100% por 23 min; concentragéo: 2.0
mg.mL%; injecdo: 10,0 a 100,0 uL; detecgdo A = 274 nm.

4.3 Determinacao estrutural das substancias isoladas de E.

crassipes

Todas as estruturas quimicas das substancias isoladas da fracéo

hidroalcéolica da parte aérea de E. crassipes estdo apresentadas na Figura 9.

30,0

32,0
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Figura 9- Substéncias isoladas de E. crassipes
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Figura 10 - Representacéo estrutural da substancia 1
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A substancia 1, com formula molecular C9H12N20s, foi identificada em
mistura com a substancia 2 com base nos espectros de RMN 1D e 2D.

O espectro de RMN de *H (Apéndice 2) da substancia 1 apresentou dois
duplos dupletos em & 3,78 (dd, J = 12,8 e 4,4 Hz, 1H, H-5’b) e 6 3,89 (dd, J =



30

12,8 e 2,9 Hz, 1H, H-5a), caracterizando hidrogénios diastereotdpicos, dois
dupletos em & 5,86 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-5) e em 6 7,85 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-6)
com constantes de acoplamento referentes a hidrogénios olefinicos de
configuracéo cis. Apresentou também dois tripletos em & 4,19 (t, J = 5,5 Hz, 1H,
H-3') e em & 4,32 (t, J = 4,9 Hz, 1H, H-2’), um dupleto em & 5,88 (d, J = 4,5 Hz,
1H, H-1") e um multipleto em & 4,10 (m, 1H, H-4’).

As correlacdes de *H-'H observadas no espectro COSY entre H-5" < H-
5, H-2" & H-1’, H-5 & H-6 confirmam os acoplamentos obtidos no RMN de H
(Apéndice 3). Os deslocamentos de RMN de 13C foram obtidos por meio dos
mapas de contorno HSQC (Apéndice 4) e HMBC (Apéndice 5). O mapa de
contorno de HMBC forneceu correlagdes (3J, 'H-13C) fundamentais, que
permitiram atribuir estruturalmente a presenga de carbonos nao saturados em &
101,9 (C-5) e em & 141,6 (C-6). Por meio dos dados obtidos (Tabela 2) e
comparagdo com a literatura?® foi possivel identificar a substancia como sendo a

uridina, uma substancia promissora no tratamento de epilepsia®.

Tabela 2 - Dados de RMN de *H e de 3C de 1 (J em Hz, D20, 600 MHz)

Posicéo O & HMBC

1 5,88 (d, 4,5) 88,9

2 4,32 (t, 4,9) 73,4 69,1

3 4,19(t, 5,5) 69,1 60,5, 73,4
4 4,10 (m) 84,0

5'a 3,89 (dd, 12,8, 2,9) 60,5 84,0, 69,1
5b’ 3,78 (dd, 12,8, 4,4)

2 151,8

4 166,2

5 5,86 (d, 8,1) 101,9 141,6

6 7,85 (d, 8,1) 141,6 88,9, 101,9, 151,8, 166,2
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4.3.2 Acido chiquimico (2)

Figura 11- Representagéo estrutural da substancia 2

A substancia 2, com formula molecular C7H100s, foi identificada com base
nos espectros de RMN 1D e 2D.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 1) da substancia 2 apresentou
multipletos em & 2,19 (m, 1H, H-7a), em & 2,73 (m, 1H, H-7b), & 3,99 (m, 1H, H-
6) e & 6,60 (m, 1H, H-3). Um duplo dupleto em & 3,72 (dd, J = 8,6 e 4,2 Hz, 1H,
H-5) e um tripleto em & 4,40 (t, J = 4,2 Hz, 1H, H-4).

As correlacfes de H-1H observadas no espectro COSY H-7 < H-7, H-7
< H-6, H-5 & H-6, H-5 « H-4 e H-4 « H-3 confirmam os acoplamentos obtidos
no RMN de *H (Apéndice 3). Os deslocamentos de RMN de *3C foram obtidos
por meio dos mapas de contorno HSQC e HMBC. Por meio dos dados obtidos
(Tabela 3) e comparacgdo com a literatura3! foi possivel identificar a substancia

como sendo o acido chiquimico.
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Tabela 3- Dados de RMN de *H e 3C de 2 (J em Hz, D20, 600 MHz)

Posicao OH dc HMBC
1 *
2 *
3 6,60 (m) 133,6 31,3,
4 4,40 (t, 4,2) 65,8 133,6
5 3,72 (dd, 8,6, 4,2) 71,4
6 3,99 (m) 66,4 71,4, 133,6
7a 2,19 (m) 31,3 66,4, 133,6
7b 2,73 (m) 66,4

*Sinais ndo observados

4.3.3 Acido 3,4-diidroxibenzoico (3)

Figura 12 - Representacao estrutural da substancia 3

OH

OH

A substéncia 3, com férmula molecular C7HesO4, foi identificada com base
nos espectros de RMN 1D e 2D.

O espectro de RMN de *H (Apéndice 6) da substancia 3 apresentou um
dupleto em & 6,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5), um duplo dupleto em & 7,42 (dd, J =
8,2 e 1,7 Hz, 1H, H-6) e um singleto largo em & 7,43 (sl, 1H, H-2) caracterizando
um anel aromatico trissubstituido. As correlacdes de 'H-'H observadas no
espectro COSY (Apéndice 7) confirmam os acoplamentos obtidos no RMN de
1H. Os deslocamentos de RMN de 13C foram obtidos por meio dos mapas de
contorno HSQC e HMBC (Apéndices 8 e 9). Por meio dos dados obtidos (Tabela

4) e comparacdo com a literatura® foi possivel identificar a substancia como
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sendo o acido 3,4-diihidroxibenzoico, que apresenta forte atividade nematicida

contra nematoide Meloidogyne incognita®?.

Tabela 4- Dados de RMN de 'H e 3C de 3 (J em Hz, CDs0D, 600 MHz)

Posicédo OH dc HMBC
1 1225
2 7,43 (sl) 116,2 169,1
3 144.,6
4 149,8
5 6,79 (d, 8,2) 114,2 144.6, 149,8
6 7,42 (dd, 8,2;1,7) 1225 116,2
7 169,1

4.3.4 Acido cafeico (4)

Figura 13 - Representacéo estrutural da substancia 4

A substancia 4 foi identificada em mistura com o acido p-hidroxibenzoico

(5). O espectro de RMN de H da substancia 4 (Apéndice 10) apresentou dois
dubletos em & 6,27 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-8) e & 7,56 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-7)

referentes a hidrogénios vinilicos com constantes de acoplamentos de

configuracéo trans. Além desses, foi observado um sistema de sinais em & 6,77
(d, J=8,2Hz, 1H, H-5),6 6,95 (dd,J=8,2e 1,9 Hz, 1H,H-6)e 67,04 (d,J=1,9

Hz, 1H, H-2) caracteristico de anel aromatico 1,3,4-trissubstituido
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As correlacdes 'H-'H observadas no mapa de contornos COSY (Apéndice
11) entre H-7 e H-8, H-2 e H-6, e H-5 e H-6 permitiram a confirmacgédo dos

acoplamentos obtidos nos sistemas de sinais de RMN de H.

O mapa de contornos HMBC forneceu correlagées (33, 'H-13C)
fundamentais, que permitiram atribuir estruturalmente a presengca de uma
carbonila em & 167,9 (C-9) caracteristica de acido carboxilico, duas hidroxilas
aromaticas em & 146,6 (C-3) e & 145,7 (C-4) (Tabela 5, Apéndice 13). Esses
dados em comparacdo com a literatura3® permitiram identificar a substancia 4

como sendo o acido cafeico.

Tabela 5- Dados de RMN de 'H e 13C de 4 (J em Hz, CDs0D, 600 MHz)

Posicao M & HMBC
1 - 126,2 -
7,04 (d, 1,9) 113,5 121,4
- 146,6 -
- 145,7 -

6,77 (d, 8,2) 114,4  126,2; 146,6
6,95 (d, 8,2;1,9) 121,4 113,5 1457
6,27 (d, 15,9) 1135 -
7,56 (d, 15,9) 1455 113,5
- 167,9 -

© 0 N O 0o A WDN
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4.3.5 Acido p-hidroxibenzoico (5)

Figura 14 - Representacéo estrutural da substancia 5

OH

A substancia 5 apresentou no espectro de RMN de 'H (Apéndice 10) dois
dubletos em 6 6,80 (d, J = 8,7 Hz, 2H) e 6 7,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H) com valores
de constantes de acoplamentos orto/orto, caracteristicos de um anel aromético
1,4-dissubstituido (Tabela 6). As correlacbes observadas nos mapas de
contornos COSY, HSQC e HMBC (Apéndices 11-13) permitiram sugerir a
estrutura de 5 e identifica-la como sendo o acido p-hidroxibenzoico3.

Tabela 6 -Dados de RMN de 'H e 13C de 5 (J em Hz, CDs0D, 600 MHz)

Posicédo M & HMBC
1 - 122,3
2/6 7,86 (d,8,6) 131,55 161,5, 169,9
3/5 6,80 (d, 8,6) 114,55 122,3
4 - 161,5

7 - 169,6
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4.3.6 1,4-diidroxi-2-metoxibenzeno (6)

Figura 15- Representagéo estrutural da substancia 6

OH
5 1

HO OCH;

A substéncia 6, com férmula molecular C7HsOs, foi identificada com base
nos espectros de RMN 1D e 2D. O espectro de RMN de *H (Apéndice 14) da
substancia 6 apresentou um singleto intenso 6 3,88 (sl, 3H) caracteristico de uma
metoxila aromatica, dois dupletos em & 6,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-6) e & 7,55 (d,
J =1,3 Hz, 1H, H-3) e um duplo dupleto em & 7,52 (dd, J =8,2 e 1,3 Hz, 1H, H-
5), com constantes de acoplamento orto/meta de um anel aromaético
trissubstituido.

A posicdo da metoxila aromatica no carbono C-2 foi atribuida pela
correlacdo observada no espectro de NOESY 1D (Apéndice 15) com o
hidrogénio em & 7,55. As demais correlacdes observadas nos mapas de
contornos COSY, HSQC e HMBC e comparacdo com a literatura®® (Tabela 7,
Apéndices 16-18) permitiram identificar a substancia como 1,4-diidroxi-2-

metoxibenzeno.

Tabela 7- Dados de RMN de 'H e 3C de 6 (J em Hz, CDs0OD, 600 MHz)

Posicéo SH Sc HMBC
1 - 150,7
2 147,1
3 7,55 (d, 1,3) 112,4  123,7,150,7
4 - 146,9
5 7,52 (dd, 8,2;1,3) 123,7 112,4
6 6,80 (d, 8,2) 114,1  123,7,147,1

OCHs 3,88 (s) 54,7 146,9
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5. CONCLUSAO

A investigacdo quimica da parte aérea de E. crassipes, conduziu, neste
trabalho, ao isolamento e determinacédo estrutural de seis substancias, sendo a
maioria de natureza aromatica: 1,4-diidroxi-2-metoxibenzeno, acido 3,4-
diidroxibenzoico, acido p-hidroxibenzoico, acido cafeico, acido chiquimico e
uridina.

As substancias isoladas sao promissoras para estudos biolégicos, como € o
caso da uridina, que é alvo de estudos para tratamento de epilepsia,*® o acido
chiquimico, precursor na rota biossintética de compostos aromaticos e na
sintese do medicamento Tamiflu,®>?® o A&cido-3,4-diidroxibenzoico, que
apresenta atividade nematicida contra nematoide Meloidogyne incognita.®?
Esses resultados sugerem a potencialidade do uso dos metabdlitos secundarios

isolados de E. crassipes.



38

REFERENCIAS

1.

10.

11.

VIEGAS JR., C.; BOLZANI, V. S.; BARREIRO, E. J. Os produtos naturais e
a quimica medicinal moderna. Quimica Nova, v. 29, n. 2, p. 326-337, 2006.
PINTO, A. C.; SILVA, D. H. S.; BOLZANI, V. S.; LOPES, N. P.; EPIFANIO,
R. A. Produtos Naturais: atualidade, desafios e perspectivas. Quimica
Nova, v. 25, p. 45-61, 2002.

HONG, J. Role of natural product diversity in chemical biology. Current
Opinion in Chemical Biology, v. 15, p. 350-354, 2011.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products: A continuing source of
novel drug leads. Biochimica et Biophysica Acta, v.1830, p. 3670-3695,
2013.

STROBEL, G.; DAISY, B. Bioprospecting for microbial endophytes and their
natural products. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 67, p.
491-502, 2003

KHAN, R. A. Natural products chemistry: The emerging trends and
prospective goals. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 26, p. 739-753,
2018.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs
from 1981 to 2014. Journal of Natural Products, v. 79, p. 629-661, 2016.
AGUNBIADE, F. O.; OLUOWOLABI, B. 1., ADEBOWALE, K. O.
Phytoremediation potential of Eichhornia crassipes in metal contaminated
coastal water. Bioresource Technology, v. 100, p. 4521-4526, 2009.
EPSTEIN, P. Weeds bring disease to the east African waterways. Lancet,
p. 351-577, 1998.

FERNANDEZ, O. A.; SUTTON, D. L.; LALLANA, V. H.; SABBATINI, M. R.;
IRIGOYAN, J. H. Aquatic weed problems and management in South and
Central America. In: Charudattan, R. (Ed.). Aquatic weeds — the ecology
and management of nuisance aquatic vegetation. New York: Oxford
University Press; 1990. p. 406-425.

MALIK, A. Environmental challenge vis a vis opportunity: The case of water
hyacinth: a review article. Environmental International, v. 33, p. 122-138,
2007.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

39

GUERENA, D.: NEUFELDT, H.; BERAZNEVA, J.; DUBY, S. Water
hyacinth control in Lake Victoria: Transforming an ecological catastrophe
into economic, social, and environmental benefits. Sustainable
Production and Consumption, v. 3, p. 59-69, 2015.

View 100 of the World's Worst Invasive Alien Species. Disponivel em
<http://www.issg.org/worst100_ species.html>. Acesso em 04 nov. 2019.
ROMERO-HERNANDEZ, J. A.; AMAYA-CHAVEZ, A.; BALDERAS-
HERNANDEZ, P.; ROA-MORALES, G.; GONZALEZ-RIVAS, N.;
BALDERAS-PLATA, M. A. Tolerance and hyperaccumulation of a mixture

of heavy metals (Cu, Pb, Hg, and Zn) by four aquatic macrophytes.
International Journal of Phytoremediation, v. 19, p. 239-245, 2017
THAKUR, S.; SINGH, L.; WAHID, Z. A.; SIDDIQUI, M. F.; ATNAW, S. M;
DIN, M. F. M. Plant-driven removal of heavy metals from soil: uptake,
translocation, tolerance mechanism, challenges, and future perspectives.
Environmental Monitoring and Assessment, v. 188, p. 206, 2016.
PAZ-ALBERTO, A. M.; SIGUA, G. C. Phytoremediation: a green technology
to remove environmental pollutants. American Journal Climate Change,
V. 2, p. 71-86, 2013.

FAWZY, M. A.; BADR, N. E.; EL-KHATIB, A.; KASSEM, A. A. Heavy metal
biomonitoring and phytoremediation potentialities of aquatic macrophytes in
River Nile. Environmental Monitoring and Assessment, v. 184, p. 1753-
1771, 2012.

WANG, Z.; ZHENG, F.; XUE, S. The economic feasibility of the valorization
of water hyacinth for bioethanol production. Sustainability, v. 11, p. 905,
20109.

LALITHA, P.; SRIPATHI, S. K.; JAYANTHI, P. Secondary metabolites of
Eichhornia crassipes (waterhyacinth): a review (1949 to 2011). Natural
Product Communications, v. 7, p. 1249-1256, 2012.

JAYAWEERA, M. W.; KASTURIARACHCHI, J. C. Removal of nitrogen and
phosphorus from industrial wastewaters by phytoremediation using water
hyacinth (Eichhornia crassipes (Mart.)) Solms). Water Science and
Technology, v. 50, p.217-225, 2004.


http://www.issg.org/worst100_species.html

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

40

DELLA GRECA, M; MOLINARO, A.; MONACO, P.; PREVITERA, L. Dimeric
phenalene metabolites from Eichhornia crassipes. Tetrahedron, v. 48, p.
3971-3976, 1992.

DELLA GRECA, M.; PREVITERA, L.; ZARELLI, A. Revised structures of
phenylphenalene derivatives from Eichhornia crassipes. Tetrahedron, v.
49, p. 3268-3272, 2008.

DELLA GRECA, M.; PREVITERA, L.; ZARELLI, A. Structures of new
phenylphenalene — related compounds from Eichhornia crassipes (water
hyacinth). Tetrahedron, v. 65, p. 8206-8208, 20009.

SHANAB, S. M. M.; SHALABY, E. A.; LIGHTFOOT, D. A.; EL-SHEMY, H.
A. Allelopathic effects of water hyacinth [Eichhornia crassipes]. PLoS One,
v. 5, p. €13200, Oct. 2010.

CARDOSO, S. F.; LOPES, L. M. X.; NASCIMENTO, I. R. Eichhornia
crassipes: an advantageous source of shikimic acid. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 24, p. 439-442, 2014.

ESTEVES, C. R. L.; LIMA, T. R.; LOPES, L. M. X.; NASCIMENTO, I. R.
Absorcéo de metais e producao de antocianidinas em Eichhornia crassipes
(Pontederiaceae). In: 33a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Florianopolis. 2011.

NASCIMENTO, I. R. Esterdides e um nucleosideo da macrdfita
fitorremediadora Eichhornia crassipes (Pontederiaceae). In: 332 Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Aguas de Lindoia. 2010.
LENORA, L. M; BABU, D. S.; KUMAR, J. S.; KUMAR, N. S. Eichhornia
crassipes (Mart.) Solms — An alternate renewable source for Shikimic acid,
a precursor of Tamiflu, a swine flu drug. Journal of Pharmacognosy and
Phytochemistry, v. 5, p. 178-181, 2016.

BARTOSA, P., KRASZEWSKAB, K., NAWRO, B. Desulfuration of 2-
thiouridine with hydrogen peroxide in the physiological pH range 6.6-7.6 is
pH-dependent and results in two distinct products Elzbieta Sochackaa.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 23, p. 5803-5805, 2013.
KOVACS, Z.; SLEZIA, A.; BALI, Z. K.; KOVACS, P.; DOBOLYI, A.; SZIKRA,
T.; HERNADI, I.; JUHASZ, G. Uridine modulates neuronal activity and
inhibits spike-wave discharges of absence epileptic Long Evans and Wistar
Albino Glaxo/Rijswijk rats. Brain Research Bulletin, v. 97, p. 16-23, 2013.



31.

32.

33.

34.

41

SOKENG, A. J. T.; SOBOLEV, A. P.; LORENZO, A. D.; XIAO, J,;
MANNINA, L.; CAPITANI, D.; DAGILA, M. Metabolite characterization of
powdered fruits and leaves from Adansonia digitata L. (baobab): A multi-
methodological approach. Food Chemistry, v. 272, p. 93-108, 2019.

HAN, Y. S. et al. Nematicidal activity of 3,4-dihydroxybenzoic acid purified
from Terminalia nigrovenulosa bark against Meloidogyne incognita.
Microbial Pathogenis, v. 59-60, p. 52-59, 2013.

Tian, X.; GUO, S.; HE, K.; ROLLER, M.; YANG, M.; LIU, Q.; ZHANG, L.;
HO, C.; BAI, NAISHENG. Qualitative and quantitative analysis of chemical
constituents of Ptychopetalum olacoides Benth. Natural Product
Research, v. 32, p. 354-357, 2018.

Ren, Q.; Chen, W.; Zhao, H.; Wu, Z.; Zhang, H. Organic acids from Capparis
spinosa fruit. Chemistry of Natural Compounds, v. 48, p. 868-869, 2012.

35.SAIKIA, B.; BORAH, P.; BARUA, N.C. H202 in WEB: a highy eficiente

catalyst system for the Darkin reaction. Green Chemistry, v. 17, p. 4533-
4536, 2015.



APENDICE

42

APENDICE 1 - Cromatograma CLAE-DAD da fracéo hidroalcodlica da parte

aérea de E. crassipes
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Condig8es: coluna analitica C-18 ODS (Zorbax RX-C18, 4,6 x 250 mm, 5 ym, Agilent®); fase
movel: H20:ACN (0,1% HOAc) 70:30 a 0:100 v/v por 50 min; concentragdo: 10 mg.mLY; volume

injetado: 40,0 pL; detecgdo A = 330 nm.

APENDICE 2 —Espectro RMN de H das substancias 1 e 2 (D20, 600 MHz)
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APENDICE 3 -Mapa de contornos de COSY da substancia 1 e 2 (D20, 600 MHz)
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APENDICE 4 — Mapa de contornos HSQC da substancia 1 e 2 (D20, 600 MHz)
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APENDICE 5 — Mapa de contornos HMBC da substancia 1 e 2 (D20, 600 MHz)
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APENDICE 6 —Espectro RMN de 'H da substancia 3 (CDsOD, 600 MHz)
™Moo oo
hgee 5
NNNKN S S
o <
N i
7.4 2 7.1 7.0 6.9 6.8
f1 (ppm)
00O — ®
9935 88
T | L\
}* l J L L
% &
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)



45

APENDICE 7 — Mapa de contornos COSY da substancia 3 (CDsOD, 600 MHz)
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APENDICE 8 — Mapa de contornos HSQC da substancia 3 (CDsOD, 600 MHz)
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APENDICE 9 — Mapa de contornos HMBC da substancia 3 (CD3OD, 600 MHz)
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APENDICE 10 —Espectro RMN de H das substancias 4 e 5 (CDsOD, 600 MHz)
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APENDICE 11 — Mapa de contornos COSY das substancias 4 e 5 (CDzOD, 600
MHZz)
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APENDICE 12 — Mapa de contornos HSQC das substancias 4 e 5 (CDsOD, 600
MHz)
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APENDICE 13 — Mapa de contornos HMBC das substancias 4 e 5 (CDsOD, 600

MHZz)
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APENDICE 14 —Espectro RMN de *H da substancia 6 (CD3OD, 600 MHz)
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APENDICE 15 — NOESY 1D da substancia 6 (CD3OD, 600 MHz
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APENDICE 16 — Mapa de contornos COSY da substancia 6 (CDsOD, 600 MHz)
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APENDICE 17 — Mapa de contornos HSQC da substancia 6 (CDzOD, 600 MHz)
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APENDICE 18 — Mapa de contornos HMBC da substancia 6 (CDzOD, 600 MHz
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