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RESUMO

A espécie Cryptocarya moschata Nees & Mart. pertence a familia Lauraceae.
Conhecida pelos nomes bataia, bataira, bataeira, batalha, batalheira, cajaty, canela-
bastarda, canela-batalha, canela-batalheira, cabela-branca, canela-cega, canela-de-
papagaio, canela-preta, farinha-seca, fruto-de-jacu, louro-precioso, pau-santo e
tiriveiro (MORAES, 2007), é nativa do Brasil e pode ser encontrada nas cinco regides
do pais. Seus metabdlitos secundarios tipicos sao estirilpironas e flavonoides
glicosilados (NEHME, 2005). Os metabdlitos secundarios sao produtos e
intermediarios do metabolismo, que possuem funcdo adaptativa. Eles ndo possuem
distribuicdo universal, sendo restritos a certos grupos e diferenciando-se de outros,
podendo ser utilizados em estudos taxonémicos. Sao fonte de exploragao
principalmente pelas industrias farmacéutica e alimenticia (TIWARI e RANA, 2015). O
objetivo desse trabalho foi analisar qualitativamente extratos aquosos e etandlicos de
C. moschata, para identificagdo e comparacao dos metabdlitos secundarios presentes
nesta espécie. O material vegetal em estudo é composto do tronco, das folhas, das
sementes e das cascas das sementes da planta Cryptocarya moschata Nees & Mart.,
que fora coletado na cidade de |Ibaté — SP, no Viveiro Camara. Para cada parte da
planta foram feitos dois tipos de extratos: aquoso e etandlico, analisados por UHPLC-
DAD e HPLC-MS em modo reverso. ldentificou-se duas classes de metabdlitos
secundarios: alcaloides e estirilpironas. Nas quatro partes analisadas da C. moschata
foram identificados os alcaloides menisperina (24) e xantoplatina (25) e também as
estirilpironas goniotalamina (8) e 6-estiril-2-pirona (9). Ja as estirilpironas
desacetilcriptocarialactona (4) e 4’-hidroxi-6’-fenil-1’,5’-hexadienil-5,6-diidro-2-pirona

(13) foram identificadas apenas nas sementes.

PALAVRAS-CHAVE: Lauraceae; Cryptocarya moschata; estirilpironas; UHPLC-DAD;
HPLC-MS



1 INTRODUCAO

1.1 Cryptocarya moschata

A familia Lauraceae é tipicamente arbérea, contendo variedades que vao de
arbustos até arvores de dossel, que sédo sobreposigdes de galhos e folhas, podendo
chegar até 30 metros. E composta por cerca de 50 géneros e 350 espécies, sendo o
género Cryptocarya um dos maiores desta familia, alcancando distribuicdo pantropical
(MORAES, 2007). Tanto a familia Lauraceae quanto o género Cryptocarya estao
distribuidos pelas cinco regides brasileiras: Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e
Sul. Na Figura 1, a esquerda, os estados que se encontram coloridos indicam a
presenca a familia Lauraceae. Ja a direita, os estados coloridos indicam a distribuicao
geografica do género Cryptocarya, que € um pouco mais restrito quando comparada

a familia Lauraceae.

Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Lauraceae (esquerda) e do género
Cryptocarya (direita).

Fonte: Flora do Brasil.

Segundo o Flora do Brasil, do Jardim Botanico do Rio de Janeiro', o género

Cryptocarya possui 13 espécies em solo nacional: Cryptocarya aschersoniana Mez,

' < http://floradobrasil.jbrj.gov.br/ > Acesso em: 30 Set. 2017.



Cryptocarya botelhensis P.L.R.Moraes, Cryptocarya citriformis (Vell.) P.L.R.Moraes,
Cryptocarya guianensis Meisn., Cryptocarya mandioccana Meisn., Cryptocarya
micranta Meisn., Cryptocarya moschata Nees & Mart., Cryptocarya riedeliana
P.L.R.Moraes, Cryptocarya saligna Mez, Cryptocarya sellowiana P.L.R.Moraes,
Cryptocarya subcorymbosa Mez, Cryptocarya velloziana P.L.R.Moraes e Cryptocarya

wiedensis P.L.R.Moraes.

A espécie Cryptocarya moschata Nees & Mart. € popularmente conhecida
como bataia, bataira, bataeira, batalha, batalheira, cajaty, canela-bastarda, canela-
batalha, canela-batalheira, cabela-branca, canela-cega, canela-de-papagaio, canela-
preta, farinha-seca, fruto-de-jacu, louro-precioso, pau-santo, tiriveiro (MORAES,
2007). E nativa do Brasil e esta presente em diversos estados do pais, como mostra

a Figura 2 (estados em destaque).

Figura 2. Distribuicdo geografica da espécie Cryptocarya moschata Nees & Mart.

’

Fonte: Flora do Brasil.

E uma espécie arbérea (Figura 3) que pode atingir até 35 metros de altura.
Floresce entre junho e outubro, e suas frutas ficam no estado maduro no periodo entre
janeiro e maio. O plantio misto, envolvendo esta espécie, é indicado para restauragao

de areas degradadas.
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Figura 3. Tronco e folhas da Cryptocarya moschata Nees & Mart. A. Fazenda Barreiro
Rico, Anhembi, SP; B. Sdo Tomas de Aquino, MG; C-D. Sao Pedro, SP.
}.""A, ok e SRS

Fonte: MORAES, 2007.

1.2 Metabdlitos secundarios

Os metabdlitos sao produtos e intermediarios do metabolismo. Os metabdlitos
primarios possuem fungao essencial na planta, e sao carboidratos, lipideos, proteinas
e acidos nucleicos. Ja os metabdlitos secundarios sdo micromoléculas que podem ser
de diferentes classes, tais como alcaloides, flavonoides, terpenos, entre outras, e
possuem fungédo adaptativa, garantindo a perpetuagdo da espécie em seu habitat e
vantagem frente seus predadores. Esses metabdlitos ndo possuem distribuicao
universal, ou seja, ndo estao presentes em todas as plantas, estando restritos a certos
grupos e se diferenciando entre outros grupos, podendo ser utilizados em estudos
taxonémicos. Sao fonte de exploracao principalmente pelas industrias farmacéutica e
alimenticia (TIWARI e RANA, 2015).
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Os metabdlitos secundarios tipicos da Cryptocarya moschata sao estirilpironas
e flavonoides glicosilados (NEHME, 2005). A Figura 4 mostra o nucleo fundamental
de um flavonoide e, a partir da molécula da criptofoliona (1), mostra os grupos

fundamentais de uma estirilpirona (5,6-diidro-2-pironas 6 substituidas).

Figura 4. A. Nucleo fundamental de um flavonoide; B. Estrutura molecular da
criptofoliona, como exemplo de uma estirilpirona.

A

Grupo pirona

Grupo estirila

Fonte: elaborado pelo autor.

Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas, como protecao
dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, protegdo contra insetos
e microrganismos, atracao de animais para polinizagao, antioxidantes, controle da
acao de hormdnios vegetais, agentes alelopaticos e inibidores de enzimas. Ja as
estirilpironas possuem potencial como agentes citotéxicos frente ao cancer de mama
na linhagem MCF-7 (CHIEN e PIHIE, 2003), leucemia nas células HL-60 (INAYAT-
HUSSAIN et al., 2003) e células de carcinoma cervical nas linhagens Hela, SiHa,
C33A e MRC-5 (GIOCONDO, 2007). As estirilpironas criptofoliona (1),
criptomoscatona F1 (2), criptomoscatona Fa (3), desacetilcriptocarialactona (4),
criptomoscatona E3 (5), criptomoscatona Ea (6) e criptomoscatona Eb (7) (Figura 5),
identificadas e purificadas a partir de um extrato de C. moschata, apresentaram
potencial antifungico frente aos fungos fitopatégenos Cladosporium cladosporioides
(Fresen) de Vries SPC140 e C. sphaerospermum (Pemzig) SPC491 (TELASCREA,
2005).
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Figura 5. Estruturas moleculares das estirilpironas isoladas da C. moschata.

(1) criptofoliona (4) desacetilcriptocarialactona

@ 3
o c4' S R
Co' R S
(2) criptomoscatona F1 C8 R S
(3) criptomoscatona Fa
5 © O
o c2' S R R
C4' R S R
(5) criptomoscatona E3 C6' R S S

(6) criptomoscatona Ea
(7) criptomoscatona Eb

Fonte: adaptado de Zonaro (2016).

Zonaro (2016) fez um levantamento de outras substéncias ja identificadas em
extratos de diferentes 6rgaos da C. moschata descritas na literatura, e sao
apresentadas desacetilcriptocarialactona (4), goniotalamina (8), 6-estiril-2-pirona (9),
fotodimero n&o simétrico da substancia 6-estiril-2-pirona (9) (10), 1,3-difenil-2,4-di-[6-
(2-pironil)]-ciclobutano  (11), (-)-criptocarialactona (12), 4’-hidroxi-6’-fenil-1’,5'-
hexadienil-5,6-diidro-2-pirona (13), éster metilico do acido 3,5-diidroxi-7-fenil-6-
heptenoico (14), 6-[(4'-etil-9'-oxabiciclo[3.3.1]non-6'-em-3'-il)metil]-5,6-diidro-2-pirona
(15), 6-propil-5,6-diidro-2-pirona (16), 1,6-diidroxi-4-(15)-eudesmeno (17), quercetina-
3-O-ramnopiranosideo (18), quercetina-3-O-galactopiranosideo (19), quercetina-3-O-
glicopiranosideo  (20), quercetina-3-O-xilopiranosideo  (21), quercetina-3-O-
arabinopiranosideo (22) e quercetina-3-O-6"-acetilalopiranosideo (23). As estruturas

mencionadas acima estao apresentadas na Figura 6.
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Figura 6. Estruturas de substancias ja identificadas de C. moschata.

(9) 6-estiril-2-pirona

0
o) o) &

~ ///”/Ooéo
\_/ _

(11) 1,3-difenil-2,4-di-[6-(2-pironil)]-ciclobutano

(10) Fotodimero nao simétrico da
substancia 6-estiril-2-pirona (9)

(14) éster metilico do acido 3,5-
diidroxi-7-fenil-6-heptenoico

(13) 4'-hidroxi-6'-fenil-1',5'-

hexadienil-5,6-diidro-2-pirona AN
OH
o o OH
N (16) 6-propil-5,6-diidro-2-pirona
(0] (0]
(15) 6-[(4'-etil-9'-oxabiciclo[3.3.1]non-6'-em-3'-
il)metil]-5,6-diidro-2-pirona o OH

(17) 1,6-diidroxi-4-(15)-
Quercetina-3-0O-glicosilada eudesmeno
R = ramnopiranosideo (18)
R = galactopiranosideo (19)
R = glicopiraosideo (20)
R = xilopiranosideo (21)
R = arabinopiranosideo (22)
R = 6"- acetilalopiranosideo (23)

OH O
Fonte: adaptado de Zonaro (2016), Passareli (2014), Camargo (2008) e Nehme (2005).
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1.3 Anaélise qualitativa

Para a analise dos extratos foram usadas as técnicas de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) com detector de arranjo de diodos (DAD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de espectrometria de massas (MS). Os

subitens a seguir descrevem brevemente o principio dessas técnicas.

1.3.1 Cromatografia liguida de alta eficiéncia (HPLC)

Segundo Collins (2006),

a cromatografia é um método fisico-quimico de separagdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo
desses componentes em duas fases, que estdo em contato intimo
(COLLINS, 2006, p. 17).

Seu principio é baseado na interacdo de cada substancia de uma mistura com

duas fases imisciveis: a fase estacionaria e a fase movel.

A cromatografia pode ser classificada, em relacdo ao tipo de fase moével
utilizada, em trés principais grupos: cromatografia gasosa (GC, do inglés gas
chromatography), cromatografia liquida (LC, do inglés liquid chromatography) e
cromatografia com fluido supercritico (SFC, do inglés supercritical fluid
chromatography). Outra classificagdo baseia-se na polaridade relativa das fases. E
dita modo normal quando a fase estacionaria € mais polar do que a fase movel, e
modo reverso quando a fase mével € mais polar que a fase estacionaria. Neste

trabalho adotou-se a cromatografia liquida de modo reverso.

Na cromatografia liquida ha uma coluna recheada, geralmente com material
solido, finamente dividido. A fase movel, liquida, ocupa os espacgos entre as particulas
da fase estacionaria, e tem passagem continua durante todo o procedimento
experimental. A amostra é aplicada no inicio da coluna e ha a eluig&o, juntamente com
a fase movel. A interagao de cada componente da mistura com a fase moével e com a
fase estacionaria influencia no tempo de eluicdo deste componente. Quanto maior a
interagdo do componente com a fase estacionaria, maior sera o tempo necessario

para a eluicdo do mesmo. Analogamente, quanto menor for a interagdo do
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componente com a fase estacionaria, mais rapida sera a eluicdo. Com essa
propriedade é possivel, com o estudo de parametros como polaridade e interagcao das

substancias, prever a ordem de eluigao.

A eluicdo pode ser isocratica ou em gradiente. Quando € isocratica, a for¢a de
eluicdo se mantém constante durante toda a corrida, pois a fase moével tem
composicao inalterada. Ja em gradiente, ha mudanca da forgca de eluigdo durante a

corrida, devido a mudanga da composicao da fase mével.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance
liquid chromatography)? utiliza instrumentos totalmente automatizados. A coluna
utilizada nesse meétodo possui particulas com materiais soélidos muito finos, e
necessita de uma bomba para ajudar na eluicdo da fase movel, pois todo o sistema
trabalha a alta pressdo. O controle da vazdo da fase moével fica entdo facilmente
controlavel, aumentando a reprodutibilidade do experimento. Em equipamentos mais
potentes, utiliza-se a sigla UHPLC (também do inglés ultra-high performance liquid

chromatography).

Diferentes tipos de detectores sao usados, acoplados ao final da coluna e
também a um computador, sendo possivel, com o auxilio de um programa especifico,
a obtengdo de um cromatograma. Neste trabalho, utilizaram-se dois equipamentos:
UHPLC-DAD, em que DAD é o detector de arranjo de diodos, e o HPLC-MS, cujo

detector é o espectrometro de massas (MS, do inglés mass spectrometry).

1.3.2 Detectores

1.3.2.1 Arranjo de diodos (DAD)

O detector de arranjo de diodos (DAD) € um método de deteccdo néo
destrutivo, que detecta a absorgao na regiao ultravioleta-visivel. Por isso, é capaz de
detectar componentes que absorvem na regido UV-vis, ou seja, as substancias que

possuem grupos croméforos que absorvem radiagao nesse faixa espectral.

A maioria das aplicagdes da espectroscopia de absorcdo para
compostos organicos baseiam-se nas transicdes de elétrons n ou 7

2 Alguns autores se referem a cromatografia liquida de alta eficiéncia como CLAE.
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para o estado excitado 7 uma vez que as energias necessarias para

esses processos levam as bandas de absorcdo para a regido

ultravioleta-visivel (200 a 700 nm). Ambas as transicoes n > m* ou 11

- 1 exigem a presenga de um grupo funcional insaturado para

fornecer os orbitais 7. Moléculas que contém esses grupos funcionais

e que sao capazes de absorver radiacao ultravioleta-visivel sao

chamadas cromoéforas (HOLLER, SKOOG e CROUCH, 2009, p. 383).

A fonte de luz, lampada de deutério para UV e de tungsténio para visivel, emite

luz focalizada que incide sobre a amostra. Parte é absorvida e a radiagdo que
atravessou a amostra incide sobre uma grade de difragcdo, que difrata a radiagao,
separando os comprimentos de onda em um dos diodos do arranjo. Deste modo, a
absorbancia é determinada em varios comprimentos de onda simultaneamente. Ao
ser irradiado, o diodo produz corrente elétrica dependente da intensidade, gerando
um espectro de absorgdo. A Figura 7 mostra um esquema do detector arranjo de

diodos.

Figura 7. Esquema de um detector de arranjo de diodos.

wN.:%NTO
FOTODIODOS

SAIDA DIGITAL AO
MICROCOMPUTADOR

FONTE LENTE

" RADIAGAO DISPERSADA

JZ___ GRADE HOLOGRAFICA

AMOSTRA

Fonte: COLLINS, 2006.
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1.3.2.2 Espectrometria de massas (MS)

O detector de massas € comumente utilizado para analise de dados de massa
molar das moléculas, podendo caracterizar uma substancia em particular, gerar
informagdes estruturais de uma molécula ou, até, identificar uma ainda desconhecida
principalmente quando associada a outros métodos de analise.

De forma geral, o espectrometro de massas funciona em trés etapas. A primeira
é a fonte de ionizagéo, que € encarregada de transformar o analito em ions. Se a fonte
for de fase gasosa, como na ionizagao eletronica (El), a amostra é vaporizada e depois
ionizada. Se a fonte for de dessorcao, a amostra € ionizada e depois vaporizada. Se
a ionizacao for em fase liquida e a pressao atmosférica, uma diferenga de potencial
aplicada a solugdo da amostra ioniza o solvente, que transfere carga para a amostra
e em seguida passa pela camara de nebulizagdo, como na ionizagao por eletronspray
(ESI). Na segunda parte, os ions sao separados e analisados de acordo com a sua
relagcdo massa/carga (m/z). Por ultimo, ha a detecgao desses ions e processamento
dos dados com a ajuda de programas computacionais que guardam as informagdes
na forma de graficos denominados espectros de massa — intensidade versus relagao

massa-carga (m/z).
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2 OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi analisar qualitativamente extratos aquosos e
etandlicos de Cryptocarya moschata, para identificagdo e comparagao da produgéao
das principais classes de metabdlitos secundarios presentes nas folhas, no tronco,

nas sementes e nas cascas das sementes dessa planta.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta

O material vegetal em estudo € da planta Cryptocarya moschata. Sua colheita
foi feita na cidade de Ibaté — SP, no Viveiro Camara, no dia 06 de junho de 2017.
Foram coletadas folhas, camada externa do tronco, sementes e cascas das sementes,

de uma arvore adulta.

3.2 Preparo dos extratos

Apoés a coleta, a planta foi deixada para secagem a 40°C durante 5 semanas.
Depois de seca, sementes, cascas das sementes, folhas e tronco foram moidos
separadamente. As duas primeiras foram trituradas utilizando-se um moinho analitico
A11 BASIC (IKA®) e as outras duas um moinho de facas. Para cada parte da planta

foi realizado o procedimento descrito adiante.

Em um Erlenmeyer de capacidade de 250 mL, pesou-se 10 g de amostra em
uma balanga Mettler Toledo® modelo AG245, de capacidade maxima de 210 g, para
a obtencgao dos extratos. Como solvente extrator foram utilizados agua MilliQ e etanol
grau HPLC marca J. T. Baker®.

A extracao foi realizada inicialmente pela adicao de 200 mL da agua MilliQ
(Figura 8). O material foi sonicado em ultrassom ELMA®, modelo TANSSONIC 700,
de frequéncia de 35 kHz, durante 30 minutos e filtrado. Houve grande dificuldade no
processo de filtracdo, entao fez-se o uso da centrifuga para auxiliar a decantacéo do
material ndo soluvel de cada amostra. O filtrado foi levado para liofilizagdo, dando
origem ao extrato aquoso (Figura 9). A parte solida foi separada para dar continuidade

com a extracgao.
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Figura 8. Extragdo com agua. Da esquerda para a direita: amostras de tronco, folha,
semente e casca da semente.

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 9. (A) Amostras no liofilizador; (B) Extratos aquosos.

Fonte: elaborado pelo autor.

Na segunda parte da extracdo, adicionou-se 200 mL de etanol grau HPLC. O
material passou pelo ultrassom ELMA®, modelo TANSSONIC 700, de frequéncia de
35 kHz, durante 30 minutos e, em seguida, foi filtrado. Assim como na primeira etapa,

também foi necessario o uso da centrifuga. O filtrado foi levado ao rotaevaporador,
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para retirar o excesso de etanol, e entdo deu origem ao extrato etandlico. O material

solido foi descartado.

O procedimento experimental descrito esta representado por meio de fluxograma

na Figura 10.

Figura 10. Fluxograma da obtengéo dos extratos aquosos e etandlicos.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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3.3 Analise dos extratos por UHPLC-DAD

Para cada extrato pesou-se 20 mg de cada parte da planta e o material foi
solubilizado em 1 mL de solugéo 10% de etanol grau HPLC marca J.T.Baker® e 90%
agua MilliQ. Dos extratos etandlicos também se retirou 20 mg de cada amostra e foram
solubilizados em solugcéo 30% de agua MilliQ e 70% de etanol grau HPCL marca

J.T.Baker®. Posteriormente fez-se a filtragao e entdo analisou-se por UHPLC-DAD.

O equipamento utilizado foi o cromatdgrafo liquido de ultra-alta eficiéncia
(UHPLC) Ultimate3000, marca Dionex® (Sunnyvale, USA) equipado com uma bomba
ternaria modelo DGP-3600RS (2D), uma bomba quaternaria LPG-16 3400M (1D),
compartimento termostatizado de coluna TCC-3000RS, detector de arranjo de diodos
modelo DAD-3000 (RS), amostrador automatico modelo WPS-3000RS e software
Chromeleon versao 6.80., segundo método previamente descrito por Zonaro (2016),

que consiste em
e gradiente de 15 a 40% de B em 25 minutos;
e gradiente de 40 a 60% de B em 10 minutos;
e gradiente de 60 a 100% de B em 2 minutos;
e eluigcdo isocratica com 100% de B durante 6 minutos;

em que as fases médveis sdo (A) agua MilliQ com 0,1% de acido férmico e (B)
etanol grau HPLC marca J.T.Baker® com 0,1% de acido férmico. A coluna usada foi
de modo reverso marca Phenomenex Synergy 4u Hydro-RP 80A (250 mm x 4,6 mm).
A vazao, a temperatura da coluna e o tempo total de corrida cromatografica foram,

respectivamente, 0,8 mL.min-!, 40°C e 43 minutos.

3.4 Andlise dos extratos por HPLC-MS

Dos extratos aquosos retirou-se 1 mg de cada parte da planta, e o material foi
solubilizado em 1 mL de solugé&o 10% de etanol grau HPLC marca J.T.Baker® e 90%

agua MilliQ. Dos extratos etandlicos também se retirou 1 mg de cada amostra e foram
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solubilizados em 1 mL de solugdo 30% agua MilliQ e 70% etanol grau HPCL marca
J.T.Baker®. Todas as amostras solubilizadas foram centrifugadas no equipamento da
marca CELM®, modelo COMBATE, série 3294, por 20 minutos. O sobrenadante foi
fitrado em membrana de celulose regenerada de poros de 0,22 uym e, por fim, foi feita
a analise em cromatografo liquido da marca Shimadzu®, contendo os médulos Bomba
LC-20AD, autoinjetor SIL-20AHT, detector de arranjo de diodos SPD-M20A, forno de
coluna CTO-20A e médulo de comunicagao CBM-20A acoplado a um espectrémetro
de massas Amazon SL, da marca Bruker®. Os espectros de massas foram adquiridos
separadamente no modo negativo e positivo com m/z na faixa de 50-1200 e resolugéo
unitaria. Os parametros de operacédo foram: gas de arraste nitrogénio, voltagem da

fonte 4500 V, temperatura do gas 300°C e fluxo do gas de secagem de 10 L.min-".

O método e a coluna utilizados foram os mesmos que o da analise de UHPLC-

DAD, que consiste em
e gradiente de 15 a 40% de B em 25 minutos;
e gradiente de 40 a 60% de B em 10 minutos;
e gradiente de 60 a 100% de B em 2 minutos;
e eluicdo isocratica com 100% de B durante 6 minutos;

em que as fases moéveis séo (A) agua MilliQ com 0,1% de acido férmico e (B)
etanol grau HPLC marca J.T.Baker® com 0,1% de acido férmico. A coluna usada foi

de modo reverso marca Phenomenex Synergy 4u Hydro-RP 80A (250 mm x 4,6 mm).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados dos rendimentos de cada parte da

planta, referente aos extratos aquosos e etandlicos, respectivamente.

Tabela 1. Rendimento dos extratos aquosos.

Massa total Extrato Rendimento
Parte da planta

inicial (g) ) (%)

Tronco 10,0040 0,1667 1,67
Folha 10,0044 1,1373 11,37
Casca da semente 10,0022 0,1119 1,12
Semente 10,0072 1,5535 15,52

Tabela 2. Rendimento dos extratos etandlicos.

Massa total Extrato Rendimento
Parte da planta

inicial (g) ) (%)

Tronco 10,0040 0,4508 451
Folha 10,0044 0,0730 7,30
Casca da semente 10,0022 0,0504 0,50
Semente 10,0072 0,7826 7,82

Todos os cromatogramas analisados por UHPLC-DAD estao apresentados no
Anexo |, e, de forma geral, mostraram baixa complexidade da amostra. O
cromatograma da Figura 11 mostra as regides referentes as classes dos metabdlitos
secundarios da Cryptocarya mandioccana (ZONARO, 2016). As regides sé&o
determinadas pois seguem uma ordem de eluicdo baseada na polaridade
caracteristica de cada classe de metabdlitos, além de espectros UV-vis de cada

classe.
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Figura 11. Regides do cromatograma onde se encontram as classes metabdlicas e
espectro UV-vis caracteristico.
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Fonte: ZONARO, 2016.

A estratégia para identificagdo dos metabdlitos foi primeiramente efetuar um
levantamento das moléculas ja relatadas na literatura para o género Cryptocarya e a
criacdo de um banco de dados através da massa molecular, formula molecular e
absor¢cdo maxima no UV-vis de cada classe de metabdlitos secundarios. Com a base
de dados construida foi possivel correlacionar os resultados obtidos através das
analises a certos compostos ja identificados pela literatura com alguns picos dos

cromatogramas obtidos desse trabalho, referentes a planta Cryptocarya moschata.

A Tabela 3 traz a relagdo de férmula molecular e massa molecular dos

compostos (1) a (17), da classe estirilpironas, apresentados na seg¢éo 1.2.
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Tabela 3. Relagdo de férmula molecular e massa molecular das estirilpironas
identificadas para C. moschata.

. Férmula Massa
Nome NUmero
molecular molecular
criptofoliona 1 C19H2204 314,152
criptomoscatona F1 2 C21H2605 358,178
criptomoscatona Fa 3 C21H2605 358,178
desacetilcriptocarialactona 4 C15H1603 244110
criptomoscatona E3 5 C19H2405 332,162
criptomoscatona Ea 6 C19H2405 332,162
criptomoscatona Eb 7 C19H2405 332,162
goniotalamina 8 C13H1202 200,084
6-estiril-2-pirona 9 C13H1002 198,068
fotodimero ndo simétrico da substancia 6- 10 C26H2004 396,162
estiril-2-pirona
1,3-difenil-2,4-di-[6-(2-pironil)]-ciclobutano 11 C26H2004 396,136
(-)-desacetilcriptocarialactona 12 C17H1804 286,121
4'-hidroxi-6'-fenil-1',5'-hexadienil-5,6- 13 C17H1503 270,126
diidro-2-pirona
éster metilico do acido 3,5-diidroxi-7-fenil- 14 C14H1804 250,121
6-heptenoico
6-[(4'-etil-9'-oxabiciclo[3.3.1]non-6'-em-3'- 15 C16H2203 262,157
il)metil]-5,6-diidro-2-pirona
6-propil-5,6-diidro-2-pirona 16 C7H1002 126,068
1,6-diidroxi-4-(15)-eudesmeno 17 C13H2204 242,152

A seguir estao apresentados oito cromatogramas (Figuras 12 a 19), obtidos por
HPLC-MS. Sao referentes aos extratos aquosos e etandlicos do tronco, das folhas,
das cascas das sementes e das sementes. Nestes cromatogramas ha picos

identificados por letras, que serao discutidos adiante.
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Figura 12. Cromatograma do extrato aquoso do tronco de Cryptocarya moschata
obtido por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 13. Cromatograma do extrato aquoso das folhas de Cryptocarya moschata
obtido por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Figura 14. Cromatograma do extrato aquoso das cascas das sementes de
Cryptocarya moschata obtido por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 15. Cromatograma do extrato aquoso das sementes de Cryptocarya moschata
obtido por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Figura 16. Cromatograma do extrato etandlico do tronco de Cryptocarya moschata
obtido por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 17. Cromatograma do extrato etandlico das folhas de Cryptocarya moschata
obtido por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Figura 18. Cromatograma do extrato etandlico das cascas das sementes de
Cryptocarya moschata obtido por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Figura 19. Cromatograma do extrato etandlico das sementes de Cryptocarya
moschata obtido por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Agrupados de acordo com o orgao da planta, os cromatogramas serao

analisados adiante a fim de discutir as substancias identificadas.

As Figuras 20, 21 e 22 mostram os dados obtidos referentes ao tronco da

Cryptocarya moschata.

Figura 20. Cromatograma do extrato aquoso (acima) e do extrato etandlico (abaixo)
do tronco de C. moschata, obtidos por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Figura 21. Espectros MS para os picos G, H, | e J, dos extratos aquoso e etandlico

do tronco de C. moschata.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os picos identificados como (G) e (H) possuem tempo de retengéo 8,6 e 10,9

minutos, respectivamente. Apresentam um pico Unico em m/z 356. E possivel que

sejam as substancias menisperina (24) e xantoplatina (25), identificadas em

Cryptocarya mandioccana (CAMARGO, 2008). Ambas sao da classe dos alcaloides

aporfirinicos e possuem formula molecular C21H2s6NO4*, diferindo apenas na posi¢cao

da hidroxila (Figura 22). Os dados de UV-vis para esses picos ndo foram identificados,
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uma vez que néo houve aparigado desses picos na analise por UHPLC-DAD (Anexo I,
Figura 43).

Figura 22. Estruturas dos alcaloides menisperina e xantoplatina.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Sugere-se que, para o pico (I), que possui m/z 423 e m/z 223, ha os
correspondentes [2M+Na]* e [M+Na]*, sendo entao identificado como goniotalamina
(8). Para o pico (J), com m/z 419 e m/z 221, foi identificada a 6-estiril-2-pirona (9),
sendo correspondente a [2M+Na]* e [M+Na]*, respectivamente. As estruturas dessas
duas estirilpironas estdo apresentadas na Figura 23. Os espectros de absor¢gédo em
UV-vis estdo apresentados na Figura 23. Para o pico (l), ha uma banda em 246 nm,
préxima de 250 nm, que seria o esperado para uma estirilpirona. Ja para o pico (J),
aparecem duas bandas, uma em 270 nm e outra em 365 nm. A primeira banda, em
270 nm, pode ser referente tanto a carbonila quanto ao anel benzénico; e a segunda,
em 365 nm, se refere as ligagbes duplas conjugadas, que aparecem na molécula

como um todo, como pode-se observar na Figura 24.
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Figura 23. Espectro UV-vis em 254 nm, do extrato de tronco etandlico, para os picos
| e J (compostos 8 e 9, respectivamente, estirilpironas).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 24. Estrutura das estirilpironas goniotalamina (8) e 6-estiril-2-pirona (9)

goniotalamina (8)

6-estiril-2-pirona (9)

Fonte: elaborado pelo autor.



35

A seguir, Figuras 25, 26, 27, 28 e 29, estdo os dados obtidos referentes as

folhas da Cryptocarya moschata.

Figura 25. Cromatograma do extrato aquoso (acima) e do extrato etandlico (abaixo)
das folhas de C. moschata, obtidos por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 26. Espectros MS para os picos A, B, K e L, dos extratos aquoso e etandlico

das folhas de C. moschata.
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Figura 27. Espectro UV-vis em 254 nm, dos extratos de folha aquoso e etandlico, para
os picos A, K e B (compostos 24 ou 25, alcaloides).

a1 BT
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Fonte: elaborado pelo autor.

Comparando-se o cromatograma do extrato aquoso das folhas, o pico mais
intenso (A) e o pico (B) de tempos de retencao 8,5 e 10,8 minutos, com o extrato
etandlico das folhas, os picos (K) e (L), de tempos de retengao 8,5 e 10,8 minutos,
observa-se que todos possuem m/z 356 (Figura 26). Seguindo o mesmo raciocinio
que os picos (G) e (H) do tronco, temos que esses quatro picos dos extratos das folhas
podem ser os alcaloides aporfirinicos menisperina (24) e xantoplatina (25). O UV-vis
caracteristico dessa classe esta apresentado na Figura 12, e o obtido por HPLC-DAD
esta apresentado na Figura 27, que apresentou picos em 272, 271 e 294 nm, para os
picos (A), (K) e (B), respectivamente. O pico (L) ndo se mostrou aparente na analise
por UHPLC-DAD, ndo sendo possivel a obtengao de seu espectro UV (Anexo |, Figura
44).
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A Figura 25 mostra uma correspondéncia entre os picos (A) e (K) e também
entre (B) e (L), indicando que as substancias identificadas para tais picos encontram-

se em ambos os extratos para as folhas de C. moschata.

Figura 28. Espectros MS para os picos M e N, do extrato etandlico das folhas de C.
moschata.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 29. Espectro UV-vis em 254 nm, do extrato de folha etandlico, para os picos
M e N (compostos 8 e 9, estirilpironas).
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Fonte: elaborado pelo autor.

O pico (M), assim como o pico () possui m/z423 e m/z 223 e (N), assim como
(J), apresentou m/z 419 e m/z 221. Os tempos de retengao de (M) e (N) sao,
respectivamente, 33,2 e 36,3 minutos. Assim, analogamente ao tronco, identificamos
o pico (M) como goniotalamina (8) e o pico (N) como 6-estiril-2-pirona (9). Essas
estirilpironas mostram-se apenas no extrato etandlico das folhas, e ndo no extrato
aquoso. O espectro de absor¢cao UV-vis esta apresentado na Figura 29, e pode ser
comparado com o UV-vis caracteristico para estirilpironas, na Figura 11. O espectro
do pico (N) apresenta as mesmas caracteristicas do com o pico (J), ja discutido

anteriormente.
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A seguir, Figuras 30, 31, 32 e 33 estdo os dados obtidos referentes as cascas

das sementes da Cryptocarya moschata.

Figura 30. Cromatograma do extrato aquoso (acima) e do extrato etandlico (abaixo)
das cascas das sementes de C. moschata, obtidos por HPLC-MS (ESI-IT), modo
positivo (BPC).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 31. Espectros MS para os picos O e P, do extrato etandlico das cascas das
sementes de C. moschata.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os picos (O) e (P) foram identificados nesse trabalho como as substancias
menisperina (24) e xantoplatina (25), como ja vistas no extrato etandlico do tronco e
nos extratos aquoso e etandlico das folhas. Esses picos tiveram tempo de retengcao
8,6 e 10,8 minutos, respectivamente, e ambos mostraram pico Unico em m/z 356
(Figura 31). Esses alcaloides aparecem apenas no extrato etandlico das cascas das
sementes. No Anexo |, Figura 45, é possivel observar que os picos (O) e (P) ndo foram

aparentes, impossibilitando a obtencao do espectro UV-vis.
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Figura 32. Espectros MS para os picos C, Q e R, dos extratos aquoso e etandlico das
cascas das sementes de C. moschata.
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Figura 33. Espectro UV-vis em 254 nm, dos extratos de casca de semente aquoso e
etandlico, para os picos C, Q e R (compostos 8 e 9, estirilpironas).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os picos (C) e (Q) estao presentes em extratos diferentes, aquoso e etandlico,
respectivamente, e possuem correspondéncia entre si, eluindo no mesmo tempo de
retencdo de 33,2 minutos. Com relacdo massa-carga de 423 e 223, foram
identificados como a estirilpirona goniotalamina (8). O pico (R), com m/z 419 e m/z
221, eluiu em 36,3 minutos, e foi identificado como a estirilpirona 6-estiril-2-pirona (9).
O dado de UV-vis de (C) e (Q) esta apresentado na Figura 33. O pico (R) apresenta

mesmo padrao observado nos picos (J) e (N).
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A seguir, as Figuras 34, 35, 36, 37 e 38 apresentam os dados obtidos referentes

as sementes de Cryptocarya moschata.

Figura 34. Cromatograma do extrato aquoso (acima) e do extrato etandlico (abaixo)
das sementes de C. moschata, obtidos por HPLC-MS (ESI-IT), modo positivo (BPC).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 35. Espectros MS para os picos S, T, D e U, dos extratos aquoso e etandlico
das sementes de C. moschata.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O pico (S) possui tempo de retengao 10,8 minutos e um pico unico em m/z 356,
indicando que o extrato etandlico da semente possui os alcaloides aporfirinicos

menisperina (24) e xantoplatina (25).

O pico (T) teve tempo de retengéo 28,0 minutos e apresentou m/z 511 e m/z
267, que podem ser, respectivamente, [2M+Na]® e [M+Na]*, para a substancia

desacetilcriptocarialactona (4). Esse pico também apresenta, em menor escala, os
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picos m/z 227, m/z 209 e m/z 181 (Figura 35), que confirma a substancia (4), como
proposto por Passareli (2014). Em sua proposta, m/z 227 é [M+H-H20]1*, m/z 209 é
[M+H-2H20]* e m/z 181 é [M+H-2H20-CO]J*.

Os picos (D) e (U) estdo nos extratos aquoso e etandlico, respectivamente.
Apresentaram mesmo tempo de retengao de 32,5 minutos, e mesmo m/z de 563 e
m/z 293, atribuidos a [2M+Na]* e [M+Na]*, respectivamente, que podem indicar 4'-
hidroxi-6'-fenil-1',5'-hexadienil-5,6-diidro-2-pirona (13).

O espectro UV-vis referente a substancia do pico (D) € mostrado na Figura 36.
Os espectros de (S), (T) e (U) nao foram obtidos pois esses picos ndo se mostraram

presentes na analise por UHPLC-DAD (Anexo |, Figura 46).

Figura 36. Espectro UV-vis em 254 nm, do extrato aquoso das sementes, para o pico
D (composto 13, estirilpirona).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 37. Espectros MS para os picos E, V, F e W, dos extratos aquoso e etandlico
das sementes de C. moschata.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 38. Espectro UV-vis em 254 nm, do extrato aquoso das sementes, para os
picos E, V, F e W (compostos 8 e 9, estirilpironas).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Por ultimo, é possivel observar quatro picos (E), (V), (F) e (W). Os dois
primeiros e os dois ultimos se correspondem entre si, apresentando mesmo tempo de
retencao, de 33,2 e 36,3 minutos, respectivamente, e também mesma relacdo massa-
carga, de 423 e 223 para (E) e (V) e de 419 e 221 para (F) e (W). A hipbtese é que
(E) e (V) sejam a substancia goniotalamina (8) e (F) e (W) a substancia 6-estiril-2-

pirona (9). Os dados referentes ao espectro UV-vis de (E) e (F) estdo na Figura 38.
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Mais uma vez apresenta-se um espectro caracteristico em (F), que € semelhante aos

espectros dos picos (J), (N) e (R).

As Tabelas 4 e 5 apresentam os dados condensados das substancias

identificadas e em quais 6rgdos da planta C. moschata apresentam-se esses

compostos.

Tabela 4. Dados das substancias que foram identificadas nos extratos aquosos e

etandlicos de Cryptocarya moschata.

Tempo de Massa ) m/z
Nome retencdo (min) molecular Picos (HPLC-MS)
511 [2M+Na]*
desacetilcriptocarialactona 267 [M+NaJ"
(4) 28,0 244110 T 227 [M+H-H20]*
209 [M+H-2H.0]*
181 [M+H-2H,O-COJ*
: . C,E,ILM, Q, 423 [2M+Na]*
goniotalamina (8) 33,2 200,084 v 223 [M+Na]*
. . 419 [2M+Na]*
6-estiril-2-pirona (9) 36,3 198,068 F,J,N,R,W 221 [M+Na’
4'-hidroxi-6'-fenil-1',5'- +
hexadienil-5,6-diidro-2- 32,5 270,126 D,U 563 [2M+N81
: 293 [M+Na]
pirona (13)
o 8,5 A, B, G, H K, .
menisperina (24) 108 356,186 L. O.P.S 356 [M]
, 8,5 A, B, G, H K, .
xantoplatina (25) 108 356,186 L.O.P.S 356 [M]
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Tabela 5. Distribuigdo das substancias identificadas nos varios 6rgédos estudos de

Cryptocarya moschata.

Substancia Classe Orgéo da planta Extrato
desacetilcriptocarialactona (4)  Estirilpirona Sementes Etandlico
Tronco Etandlico
goniotalamina (8) Estirilpirona Folhas Etanolico -
Cascas das sementes Aquoso e etandlico
Sementes Aquoso e etandlico
Tronco Etandlico
iy . N Folhas Etandlico
6-estiril-2-pirona (9) Estiripirona - cas das sementes Aquoso e etanolico
Sementes Aquoso e etandlico
4'-hidroxi-6'-fenil-1',5'-
hexadienil-5,6-diidro-2-pirona Estirilpirona Sementes Aquoso e etandlico
(13)
Tronco Etandlico
. . . Folhas Aquoso e etandlico
menisperina (24) Alcaloide Cascas das sementes Etandlico
Sementes Etandlico
Tronco Etandlico
. . Folhas Aquoso e etandlico
xantoplatina (25) Alcaloide Cascas das sementes Etandlico
Sementes Etandlico
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5 CONCLUSAO

Os cromatogramas do tronco, folhas, cascas das sementes e sementes da
Cryptocarya moschata mostraram-se de baixa complexidade. Apesar disso, foram
encontradas substancias com atividade biolégica nesta espécie. Isso faz com que haja
uma grande possibilidade e facilidade de obtencado dessas substancias purificadas,

podendo haver aplicacdo na industria farmacéutica e/ou cosmética.

Analisando os dois detectores utilizados, DAD e MS, é possivel concluir que o MS
foi 0 mais adequado para este trabalho, visto que houve identificagdo mais picos
quando comparado ao DAD. Porém as técnicas se complementam, de modo que é
interessante a obtencao dos dois espectros, para uma identificacdo dos picos com

maior confiabilidade.

Neste trabalho foram identificados dois alcaloides menisperina (24) e xantoplatina
(25) e quatro estirilpironas desacetilcriptocarialactona (4), goniotalamina (8), 6-estiril-
2-pirona (9) e 4’-hidroxi-6’-fenil-1’,5’-hexadienil-5,6-diidro-2-pirona (13), sendo que 0s
dois alcaloides (24) e (25) e as estirilpironas (8) e (9) foram encontrados em todos os
orgaos da planta estudados neste trabalho. Ja os compostos (4) e (13) foram

identificados apenas nas sementes.
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Neste anexo estdo apresentados todos os cromatogramas obtidos a partir da

analise de UHPLC-DAD das amostras da Cryptocarya moschata, sob as condigdes

apresentadas na secéao 3.3.

Figura 39. Cromatograma do extrato aquoso do tronco, obtido por UHPLC-DAD.
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Figura 40. Cromatograma do extrato aquoso da folha, obtido por UHPLC-DAD.
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Figura 41. Cromatograma do extrato aquoso da casca da semente, obtido por
UHPLC-DAD.
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Figura 42. Cromatograma do extrato aquoso da semente, obtido por UHPLC-DAD.
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Figura 43. Cromatograma do extrato etandlico do tronco, obtido por UHPLC-DAD.
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Figura 44. Cromatograma do extrato etandlico da folha, obtido por UHPLC-DAD.
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Figura 45. Cromatograma do extrato etandlico das cascas das sementes, obtido por

UHPLC-DAD.
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Figura 46. Cromatograma do extrato etandlico das sementes, obtido por UHPLC-
DAD.
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