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RESUMO

As espécies do género Aristolochia (Aristolochiaceae) sdo conhecidas na
medicina popular por serem abortivas, antiofidicas, estomaquicas, anti-
inflamatorias, antiasmaticas, antissépticas, expectorantes, sedativas,
depurativas, e por ajudarem no emagrecimento. O objetivo deste trabalho foi
isolar e identificar os constituintes quimicos presentes na fracao hidroalcodlica
das sementes de Aristolochia gigantea. A fracao foi submetida a Cromatografia
em Coluna usando Sephadex LH-20 e metanol, o que resultou em doze fracdes
e, posteriormente, no isolamento de quatro substancias. As estruturas dessas
substancias foram determinadas através experimentos de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) uni (*H, *3C) e bidimensionais (HSQC e HMBC) e a
configuracdo absoluta foi atribuida através da medida da rotacdo especifica. No
final identificou-se duas lignanas (kobusina e eudesmina), alantoina e um sal

inorganico (KNOs3).

Palavras-chave: Aristolochia gigantea, sementes, lignanas.



ABSTRACT

The species of Aristolochia genus (Aristolochiaceae) are known in folk medicine
for being abortifacients, antiophidics, stomachics, anti-inflammatories,
antiasthmatics, antiseptics, expectorants, sedatives, and in slimming therapies.
The aim of this work was to isolate and identify de chemical constituents of the
hydroalcoholic fraction from the seeds of Aristolochia gigantea. The fractions
were submitted to Column Chromatography using Sephadex LH-20 and
methanol, led to twelve fractions and the isolation of four compounds. The
structures of the compounds were determined by 1D (*H, 13C) and 2D (HSQC e
HMBC) NMR techniques and the absolute configuration was attributed by the
measurement of the specific rotation. As a result, two lignans (kobusin and

eudesmin), alantoine and an inorganic salt (KNO3) were identified.

Keywords: Aristolochia gigantea, seeds, lignans.
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1 INTRODUCAO

A familia Aristolochiaceae contempla aproximadamente 600 espécies de
plantas, cuja distribuicdo € predominante nas regides tropicais e subtropicais do
planeta.l? Ela esta dividida em quatro géneros: Aristolochia L., Asarum L., Saruma
Oliv. e Thottea Rotth. O género Aristolochia € o mais expressivo da familia com
cerca de 550 espécies,! sendo que no Brasil se encontram cerca de 92 espécies
catalogadas.® A familia Aristolochiaceae é constituida basicamente por trepadeiras,
podendo também ser encontradas como arbustos e ervas, porém em menores
quantidades.!

O amplo uso das espécies da familia Aristolochiaceae na medicina tradicional
e homeopatica gera o interesse pelos estudos fitoquimicos, uma vez que sao
utiizadas como analgésicas, estomaquicas, anti-inflamatérias, antiofidicas,
sedativas, diuréticas, emenagogas, abortivas, expectorantes, antiasmaticas,
antidiarreicas, além de serem utilizadas no tratamento de feridas e de alguns tipos
de cancer.#>6

Os estudos fitoquimicos realizados nas Ultimas décadas utilizando espécies
da familia Aristolochiaceae permitiram isolar e identificar cerca de 700 substancias,
sendo metabdlitos secundarios como lignanas, aristolactamas, acidos aristoloquicos,
além de flavonoides, terpenoides, esteroides, acidos graxos, cumarinas, saponinas e
derivados fendlicos que apresentam diversas atividades biologicas relatadas na
literatura.”8°

As espécies do género Aristolochia também tem sido foco de estudos na area
da saude devido a descoberta da relacdo dos acidos aristoloquicos | e Il com a
incidéncia de cancer urotelial do trato urinario superior (CCT-TUS) na Asia e devido
a sua nefrotoxicidade, uma vez que sao responsaveis por causar nefrite intersticial
em pessoas que consomem plantas medicinais contendo esses dois acidos
aristoléquicos.10-11

Dentre as espécies do género Aristolochia, somente trés apresentam registros
de estudos fitoquimicos de suas sementes na literatura, sendo elas A. bracteata, A.
baetica e A. indica. Os estudos das sementes de A. bracteata resultaram no
isolamento do &cido aristoléquico | e magnoflorina, cujo efeito de diminuir a presséo

sanguinea arterial foi reportado na literatura.’> A partir de estudos dos 6leos de
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sementes de A. bracteata e A. indica foram isolados acidos graxos, como o acido
oleico, o acido linoleico e o acido palmitico.'®!* Os estudos das sementes de A.
baetica levaram ao isolamento dos acidos aristoloquicos | e Il, e das aristolactamas |

e llla.®

1.1 Aristolochia gigantea

Na flora brasileira a espécie Aristolochia gigantea (Figura 1) pode ser
encontrada nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Parana.® E conhecida pelos nomes populares papo-de-peru, jarra-agu, cipo-mil-

homens, jarrinha, papo-de-peru-babada e papo-de-peru-grande.

Figura 1: Aristolochia gigantea

Fonte: Foto obtida por Camila L. Cunha.
As sementes de Aristolochia gigantea se encontram em um envoltério

produzido pela planta (Figura 2).

Figura 2: Envoltorio e sementes de A. gigantea

Fonte: Foto obtida por Camila L. Cunha.
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Aristolochia gigantea é usada popularmente para o tratamento de doencas de
pele e de feridas, como abortiva, como antiofidica e também pode ser utilizada de
maneira ornamental.'®

Algumas das substancias isoladas a partir de folhas, rizomas e ramos de
Aristolochia gigantea sao alcaloides 8-benzilberbinicos (I-X), alcamidas (XI-XVII),
aristolactamas (XVIII-XXI), magnoflorina (XXII), lignanas tetraidrofurofuranicas (XXIlI,
XXIV) e alantoina (XXV) (Figura 3).1617 Dentre essas substancias isoladas, as que
apresentam atividades biolégicas evidenciadas sdo a aristolactama llla (XX) com
atividade anti-inflamatoria, as lignanas tetrahidrofurofuranicas (+)-eudesmina (XXIII)
e (-)-kobusina (XXIV), com atividades antiespasmoédica e antialérgica,
respectivamente.” Também foi isolada alantoina (XXV), que é muito utilizada na
industria farmacéutica devido as suas propriedades cicatrizante, queratolitica e

hidratante.'®
Figura 3: Substancias isoladas de folhas, rizomas e ramos de Aristolochia gigantea.
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Embora existam diversos estudos quimicos de folhas, rizomas e ramos da
espécie Aristolochia gigantea, ndo se encontram estudos referentes ao potencial
quimico e bioloégico das sementes dessa espécie na literatura. Sendo assim, esse
trabalho procura contribuir com a andlise e prospeccao quimica dos constituintes

presentes em sementes de Aristolochia gigantea.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Colaborar com o0 conhecimento quimico da espécie Aristolochia gigantea

(Aristolochiaceae).

2.2 Objetivos especificos

Efetuar a separacdo dos constituintes quimicos presentes no extrato
hidroalcodlico de sementes de Aristolochia gigantea por técnicas cromatogréaficas
(CLAE-DAD) e identificar as estruturas das substancias isoladas por técnicas
espectrométricas (RMN de 'H e de *C uni e bidimensionais) e testes quimicos

qualitativos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Solventes

Os solventes utilizados nos métodos cromatograficos em grau HPLC foram
das marcas LiChrosolv e J.T.Baker®. Ja os solventes deuterados empregados nas
andlises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), CDCIs (pureza = 99,8% para D)
e DMSO-ds (pureza de 99,9% para D), foram da marca Sigma-Aldrich™,

3.2 Analises cromatograficas

Para as analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
realizou-se extracbes em fase sélida das amostras com cartuchos Macherey-Nagel
C18 ec (3,0 mL; 500 mg, Chromabond®) e posterior filtracdo em microfiltro de PVDF
(13 mm; 0,22 um, Exacta®).

Foi realizada a triagem dos extratos e fragbes por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) em placa de vidro coberta por silica gel 60 A (40-63 ym, Sigma-
Aldrich®).

3.3 Equipamentos

Utilizou-se o cromatégrafo JASCO® com controlador LC-Net II/ADC, injetor
automatico AS-2055 Plus, bomba PU-2086 Plus, detector de arranjo de fotodiodos
MD-2018 Plus e detector de dicroismo circular CD-2095 para a execucado das
analises de amostras por CLAE.

Nas analises por CLAE em escala analitica foi utilizada uma coluna C-18 ODS
(Zorbax RX-C18, 4,6 x 250 mm, 5 ym, Agilent®). J& nas andlises em escalla semi-
preparativa foi empregada uma coluna C18 ODS (Zorbax RX-C18, 9,4 x 250 mm, 5
um, Agilent®).

Os espectros de RMN unidimensional (*H e '3C) e bidimensional (HSQC e
HMBC) foram obtidos em um espectrémetro Bruker, modelo Avance Il HD 600 (14,1

T), com frequéncia de 600 MHz para o nucleo de 'H e de 151 MHz para o 13C.
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Todas as analises foram feitas em uma sonda criogénica de 5 mm com deteccéo
inversa e trés canais de aquisicdo (*H, 13C e °N) na temperatura de 23 °C.

As medidas de rotagédo Optica especifica, [a]p, foram feitas em polarimetro
digital Perkin Elmer® 341 LC, com filtro de sédio (589 nm) e cela de quartzo com

caminho 6ptico de 1,00 dm.

3.4 Coleta e identificagdo do material vegetal

A coleta das sementes foi realizada no Instituto de Quimica da UNESP na
cidade de Araraquara - SP durante o ano de 2018.
A espécie Aristolochia gigantea foi identificada pelo Ms. Joelcio Freitas,

doutorando da Universidade Estadual Feira de Santana — UEFS.

3.5 Preparo dos extratos vegetais

As sementes foram secas em estufa a 45 °C por 24 horas. Apds a secagem, 0
material foi moido com auxilio de um moinho de facas, obtendo uma massa de
150,83 g. As sementes moidas foram submetidas a extra¢des utilizando etanol a
temperatura ambiente como solvente extrator durante 24 horas para cada extracao,
totalizando quatro extracdes, sendo que cada uma delas utilizou um volume de 635
mL de etanol. Durante o preparo do extrato foi observado a formagdo de um
precipitado branco (10,0 mg), o qual posteriormente foi analisado por RMN uni e
bidimensional e identificado como substancia 1. O extrato etandlico bruto foi
concentrado sob presséao reduzida e seco em capela de exaustao.

O extrato etandlico bruto (11,95 g) foi submetido a uma particdo liquido-
liquido, onde o mesmo foi solubilizado em 20 mL de uma solugéo hidroalcodlica
(dagua: metanol 1:1) e submetido a quatro extracdes com hexanos (4 x 60 mL),
dando origem a uma fracdo hexanica (9,50 g) e a solu¢cdo remanescente originou a
fracdo hidroalcodlica (2,55 g) (Figura 4).

As fracdes hexanica e hidroalcodlica foram rotaevaporadas, secas em capela

com exaustéo e posteriormente submetidas a analise por RMN de H.
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Figura 4: Preparo e fracionamento do extrato bruto.
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3.6 Separacédo da fragdo hidroalcodlica

A fracdo hidroalcodlica (2,55 g) foi solubilizada em 20,0 mL de MeOH e
submetida a centrifugacdo. A parte solivel (2,01 g) foi entdo submetida a
cromatografia em coluna por exclusdo com fase estacionaria de Sephadex LH-20 (®
2,8 x 72,0 cm) e fase mével isocratica de MeOH 100%, onde foram coletadas 17
fracOes. Todas as fracdes foram submetidas a CLAE em escala analitica e a
andlises de RMN de !H para tracar-se o perfil quimico. A partir dessas analises foi
possivel unir as fracdes 4, 5 e 6, resultando em uma Unica fracdo denominada de
fracdo 4 (900,0 mg), uma vez que seus perfis quimicos foram muito parecidos.
Notou-se a presenca de um precitado branco insolivel em MeOH, de modo que se
separou esse precipitado (261,0 mg) da fracdo 4 (631,0 mg) através de lavagens
com MeOH. Uniu-se também as fracBes 14, 15, 16 e 17 que resultaram na fracdo 14
(77,0 mg). A fragdo 14 foi entdo submetida a lavagens com cloroférmio para separar
o precipitado presente nessa, sendo esse precipitado a substancia 4 (20,3 mg). Com
isso as 17 fragOes coletadas se tornaram de fato 12 fragdes.

A fracdo 9 (22,2 mg) foi lavada com cloroformio e a parte soluvel (9,2 mg) foi
submetida a CCD preparativa em silica gel utilizando-se uma fase mével Hex:AcOEt
1:1, onde foram obtidas 12 subfracbes. Todas as subfracbes foram submetidas a
andlises de RMN de 'H, onde foi possivel identificar a presenca da substancia 3 (3,4
mg) na subfracéo 3.
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Através da andlise dos espectros de RMN de 'H uni e bidimensionais da
fracdo 11 identificou-se que essa era uma mistura 1:1 das substancias 1 e 2.
Separou-se a substancia 1 (2,2 mg) realizando-se lavagens com MeOH, e a
substancia 2 (7,4 mg) lavando-se a fragdo 11 com cloroférmio.

Apo6s os procedimentos de isolamento, foram identificadas quatro substancias
(1-4, Figura 5).
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Figura 5: Separacéo da fracdo hidroalcodlica das sementes de A. gigantea
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3.7 Testes qualitativos

3.7.1 Teste de chama

Para esse teste utilizou-se um bico de Bunsen que foi ajustado para a chama
de coloragdo azul. Utilizou-se um fio de platina preso a um bastdo de vidro
previamente limpo para levar pequenas quantidades do precipitado da fracdo 14 a

chama oxidante, observando-se a coloracdo produzida.*®

3.7.2 Prova de potéassio

A presenca de potassio foi detectada a partir da reacdo com &acido
perclérico.’® Primeiramente, solubilizou-se o precipitado da fracdo 14 (3,4 mg) em
aproximadamente 2 mL de &gua destilada. Adicionou-se entdo trés gotas dessa
solugcdo em um tubo de ensaio juntamente com cinco gotas de uma solucéo de &cido
perclérico (2,0 mol/L) e uma quantidade de etanol o suficiente para dobrar o volume
de solucédo presente no tubo (oito gotas). O teste é positivo para presenca de

potassio quando se observa a formacdo de um precipitado branco.

3.7.3 Prova de nitrato

A presenca de nitrato foi detectada a partir da reacdo com difenilamina.t®
Adicionou-se duas gotas da mesma solucao preparada para o teste de potassio em
um vidro de relégio e em seguida adicionou-se quatro gotas de uma solucdo de
difenilamina em &cido sulfarico concentrado (0,5 g de difenilamina, 20 mL de agua
destilada e acido sulfarico concentrado em quantidade suficiente para completar 100
mL), observando se houve mudanca de coloracdo. O aparecimento de uma

coloracdo azul escura indica a presenga de nitrato na amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Triagem das fracOes do extrato vegetal

As fragdes hidroalcodlica e hexanica obtidas do extrato etandlico das
sementes de A. gigantea foram submetidas a testes de solubilidade e analisadas por
RMN de 'H (Figura 6) e CCD. Foram observados, em ambas as fragées, sinais na
regido de hidrogénios aromaticos, hidrogénios metoxilicos, hidrogénios carbindlicos,
hidrogénios carbindlicos benzilicos e hidrogénios metinicos. No entanto, a fracao
hidroalcodlica apresentou uma maior quantidade de sinais nessas regifes. Levando
em consideracao tanto a solubilidade como a separacdo das substancias por CCD,
além do aspecto espectral, a fragdo hidroalcodlica foi escolhida para dar inicio aos

estudos quimicos.

Figura 6: Espectros de RMN de 'H da fragcdo hidroalcodlica (DMSO-ds,14,1 T) e da fracéo
hexanica (CDCls, 14,1 T)
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4.2 Analise da fracao hidroalcodlica

Apébs a triagem das fracdes, prosseguiu-se com o estudo quimico da fracao
escolhida, a fracdo hidroalcodlica, cuja parte solivel em MeOH (2,01 g) foi
fracionada obtendo-se efetivamente 12 fracdes. Essas fracdes foram analisadas por
CLAE e RMN de H e 3C uni e bidimensionais o que resultou no isolamento e
identificacdo quatro substancias sendo elas, alantoina (1), kobusina (2), eudesmina
(3) e nitrato de potassio (4) (Figura 7). As estruturas das substancias foram
elucidadas por meio dos espectros de RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais e a

configuracdo absoluta foi determinada por meio da medida de rotacéo especifica.

Figura 7: Substancias isoladas (1-4).
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4.3 Alantoina

No espectro de RMN de !H da substancia 1 (Figura 8) observou-se sinais na
regido de alta frequéncia, sendo trés singletos em & 5,80 (NH2-8), 6 8,06 (NH-1) e
010,56 (NH-3); dois dubletos em & 5,24 (J = 8,2 Hz, H-5), referente ao hidrogénio
metinico, e outro em & 6,90 (J = 8,2 Hz, NH-6) .

Figura 8: Espectro ampliado de RMN de 'H de 1 (DMSO-ds, 14,1 T)
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O experimento de DEPTQ de 1 (Figura 9) apresentou sinais atribuiveis a
quatro carbonos. Foi possivel observar a presenca de trés grupos carbonilicos na
regido de alta frequéncia (& 156,9, & 157,5 e & 173,7), sendo que o carbono em &



25

173,7 é mais desblindado. Notou-se também a presenca de um carbono metinico

ligado a um heteroatomo em & 62,5.

Figura 9: Espectro ampliado de DEPTQ de 1 (DMSO-ds, 14,1 T)
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No mapa de contornos HSQC (Figura 10) observou-se uma Unica correlacao
entre o hidrogénio H-5 em & 5,24 e o carbono metinico em & 62,5.

Figura 10: Mapa de contornos HSQC de 1 (DMSO-ds, 14,1 T).
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A partir do mapa de contornos HMBC (Figura 11) observou-se as correlacdes
entre e o hidrogénio H-5 em & 5,24 (d, J = 8,0 Hz) e o carbono em & 174,0 (C-4) e
entre 0 mesmo hidrogénio e o carbono em & 157,6 (C-7) que permitiram atribuir a
posicéo das carbonilas determinar a estrutura da substancia 1.

Figura 11: Mapa de contornos HMBC de 1 (DMSO-dg, 14,1 T).
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A medida de rotagdo Optica obtida foi de [a]o + 3,20 (¢ 0,22; MeOH). Ao
comparar os dados de RMN de 'H e de *C obtidos experimentalmente com os
dados da literatura (Tabela 1) foi possivel identificar que a substancia 1 € a (+)-(R)-
alantoina?®, que ja foi isolada anteriormente em estudos de folhas, rizomas e ramos
de Aristolochia gigantea.'®

A alantoina é conhecida pelas suas propriedades analgésica, cicatrizante,
hidratante e removedora de tecido necroético, sendo muito utilizada na industria

farmacéutica.?!
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Tabela 1: Dados de RMN de 'H e de *C de 1 (DMSO-d¢, J = Hz, 14,1 T)

Saaei 1 Alantoina®
oc OH oc OH
1 - 8,06 s - 8,04 s
2 156,9 - 156,6 -
3 - 10,56 s - 10,54 s
4 174,0 - 173,4 -
5 62,5 5,24 d (8,2) 62,2 5,24 d (8,2)
6 - 6,90d (8,2) - 6,89 d (8,2)
7 157.,6 - 157,2 -
8 - 5,80 s - 578s
4.4 Lignanas

As lignanas sdo uma classe de produtos naturais caracterizadas pela ligacao

de duas unidades CsCs3 unidas pelos carbonos C-8 e C-8’ (Figura 12).22

Figura 12: Estrutura de lignanas

Devido aos diferentes padrées estruturais que as lignanas podem apresentar,
elas séo divididas em oito classes sendo elas arilnaftaleno, ariltetralina, dibenzociclo-
octadieno, dibenzilbutano, dibenzilbutirolactol, dibenzilbutirolactona, furofurano e
furano.?®

No caso das lignanas tetrahidrofurofuranicas, dependendo da orientacdo dos
substituintes aromaticos ligados aos carbonos C-7 e C-7’ existe uma diferengca nos
valores de deslocamento quimico dos hidrogénios carbindlicos benzilicos H-7 e H-7’
podendo-se assim diferenciar as configuracdes relativas dessas lignanas (Figura
13).%
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Figura 13: Configuracdes relativas de lignanas tetrahidrofurofurdnicas com base nos
intervalos de deslocamento quimico para H-7 e H-7'.
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4.4.1 Kobusina

Ao analisar os espectros de RMN uni e bidimensionais da fracdo 11 chegou-
se a conclusdo de que essa continha uma mistura das substancias 1 e 2 na
proporcéo 1:1. Para a substancia 2, observou-se no espectro de RMN de 'H (Figura
14), a presenca de um multipleto em & 4,64-4,65, referente aos hidrogénios
carbindlicos benzilicos H-7 e H-7", e um multipleto em & 2,98-3,06 correspondente
aos hidrogénios metinicos H-8 e H-8". Dois multipletos em & 3,74-3,76 e em 0 4,10-
4,14 correspondem aos quatro hidrogénios carbindlicos H-9 e H-9". Notou-se
também um simpleto em & 5,98, correspondente aos dois hidrogénios
metilenodioxilicos, e dois simpletos em & 3,72 e em & 3,74 referentes a duas
metoxilas aromaticas.

De acordo com os intervalos de deslocamento quimicos & 4,64-4,65 de H-7 e
H-7", a configuracdo relativa esperada para a lignana 2 € a configuragdo a (Figura
13).
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Figura 14: Espectro ampliado de RMN de 'H de 1 e 2 (DMSO-dg, 14,1 T)
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Observou-se no mapa de contornos HSQC (Figura 15) as correlagdes entre o
hidrogénio em & 3,72 e o carbono em & 55,7, confirmando a presenca de metoxila
aromatica, e entre os dois hidrogénios em & 5,97 com o carbono em & 101,1,

comprovando a presenca do substituinte metilenodioxilico no anel aromatico.
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Figura 15: Mapa de contornos HSQC de 1 e 2 (DMSO-ds, 14,1 T).
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Foram atribuidos os padrbes de substituicdo dos anéis aromaticos da
substancia 2 (Figura 16) com base em correlacdes observadas nos mapas de
contornos de HMBC (Figura 17) entre os hidrogénios metoxilicos em & 3,72 (s) e 0
carbono em & 148,2 (C-3’), entre os hidrogénios metoxilicos em & 3,74 (s) e o
carbono em & 146,9 (C-4’) juntamente com a correlagdo entre os hidrogénios
metilenodioxilicos & 5,98 (s) e os carbono em & 148,2 (C-3 e C-4). Observou-se
também a correlacdo entre o hidrogénio carbindlico H-9 em & 3,74-3,76 com 0
carbono em & 71,3 (C-7) e entre hidrogénio carbinélico H-9' em & 4,10-4,14 com o

carbono em & 71,3 (C-7’) que confirmaram a presenca do anel tetrahidrofurano.



Figura 16: CorrelagOes observadas no mapa de contorno HMBC para a estrutura 2
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Figura 17: Mapa de contornos HMBC de 1 e 2 (DMSO-ds, 14,1 T).
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f1 (ppm)

Ao comparar os dados RMN de 'H e de 3C obtidos experimentalmente com

os dados da literatura®® (Tabela 2) chegou-se a conclusdo de que a substancia 2 é a

kubosina, que ja foi isolada e identificada anteriormente pelo nosso grupo de

pesquisa. Para se determinar a configuracdo absoluta da substancia 2, a fracdo 11

foi submetida a lavagens com MeOH e CHCIs de modo a separar e purificar 2. A
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medida de rotag&o Optica de 2 obtida foi [a]o +47,0 (c 0,37; CHCIs), de modo que foi

possivel atribuir a configuracédo absoluta como (+)-(7S, 8R, 7'S, 8'R)-kobusina.

Tabela 2: Dados de RMN de *H e de *C de 2 (DMSO-ds, J =Hz, 14,1 T)

2 Kobusina®
Posicéao éc OH éc OH
1 134,1 - 133,8 -
2 110,5 6,91 (d, J = 1,6) 109,5 6,79-6,92 (M)
3 148,2 - 148,9 -
4 148,2 - 149,4 -
5 111,3 6,90 (d, J = 8,2) 111,3 6,79-6,92 (M)
6 1189 6,87(dd,J=8,2;1,6) 1185 6,79-6,92 (m)
7 85,3 4,64-4,65 (m) 86,0 4,76 (M)
8 54,0 2,98-3,06 (M) 54,6 3,10 (m)
9 71,3 3,74-3,76 (m) 72,0 3,91 (m)
4,10-4,14 (m) 4,27 (dd, J = 9,0; 4,0)
1 135,7 - 135,3 -
2 106,8 6,92 (d, J = 1,5) 106,7 6,79-6,92 (M)
3 148,2 - 148,2 -
4 146,9 - 147,3 -
5 108,4 6,86 (d, J = 8,0) 108,4 6,79-6,92 (M)
6 119,7 6,84 (dd, J=8,0;1,5) 119,6 6,79-6,92 (M)
7 85,3 4,64-4,65 (M) 86,1 4,76 (m)
8 54,0 2,98-3,06 (M) 54,4 3,10 (m)
9 71,3 3,74-3,76 (M) 71,9 3,91 (m)
4,10-4,14 (m) 4,27 (dd, J = 9,0; 4,0)
CHs0-3 55,7 3,72 (s) 56,1 3,80 (s)
CHs0-4 55,7 3,74 (s) 56,2 3,89 (s)
-OCH20-3',4" 101,1 5,98 (s) 101,3 5,97 (S)
4.4.2 Eudesmina
OMe
3
OMe
5 5
MeO
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Ao analisar os espectros de RMN de 'H das subfragées da fracdo 9 foi
possivel observar a presenca de uma substancia completamente simétrica, a
substancia 3. Observou-se no espectro de RMN de 'H (Figura 18) a presenca de um
dupleto em & 4,69 (d, J = 4,3 Hz) correspondente aos hidrogénios carbindlicos
benzilicos H-7 e H-7", um multipleto em & 3,04-3,06 referente aos hidrogénios
metinicos H-8 e H-8", um multipleto um em & 3,82-3,84 que corresponde aos quatro
hidrogénios carbindlicos H-9 e H-9'. Constatou-se também a presenca dois
simpletos em & 3,81 e em & 3,83 referentes as quatro metoxilas aromaticas.

E possivel observar pelo espectro de RMN de 'H (Figura 18) da substancia 3

gue a mesma nao se encontra pura.

Figura 18: Espectro ampliado de RMN de 'H de 3 (CDCls, 14,1 T)
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Determinou-se que a substancia 3 é a eudesmina através da comparacao dos
dados RMN de 'H obtidos experimentalmente com os dados da literatura?® (Tabela
3), sendo que essa substancia também ja foi isolada e identificada anteriormente

pelo nosso grupo de pesquisa.
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Tabela 3: Dados de RMN de 'H de 3 (CDCls, 14,1 T)

3 Eudesmina?®
Posicéo SH OH
2,2 6,84 (d, J = 1,8) 6,83-6,89 (M)
5,5 6,78 (d, J = 8,2) 6,83-6,89 (M)
6, 6 6,81 (dd, J = 8,2; 1,8) 6,83-6,89 (M)
7,7 4,69 (d, J = 4,3) 4,75 (d, J = 4,2)
8,8 3,04-3,06 (m) 3,12 (m)
9,9 3,82-3,84 (m) 3,83-3,91 (m)
4,19 (dd, J = 9,1; 6,9) 4,25 (dd, J = 9,1; 6,9)
CH30-3,3’ 3,81 (s) 3,87 (s)
CH30-4,4 3,83 (s) 3,89 (s)

4.5 Testes qualitativos

O precipitado da fragdo 14 foi analisado por RMN de 'H, porém no espectro
notou-se somente a presenca do sinal do solvente, 0 que gerou suspeitas de que
essa substancia pudesse ser um sal inorganico, uma vez que em estudos anteriores
de caules e folhas da Aristolochia gigantea foi detectada a presenca de KNO3.1’

Realizou-se um teste de chama e observou-se que na presenca do sélido a
chama apresentou uma leve coloragéo violeta, o que indica a presenca de potassio.
A presenca de potéassio foi confirmada através da reacdo com &cido perclérico, onde
0s ions potassio presentes na solucdo reagem com o acido perclérico formando um
precipitado branco, o perclorato de potassio, que é insoltvel em agua.'® O teste foi
positivo uma vez que se observou que a solucdo ficou turva no fundo do tubo,

confirmando a presenca de ions potassio na amostra.

K*@ag) + HCIO4 (ag) —» KCIOa4 (s) + H*(aq)

Realizou-se também testes qualitativos para a presenca de anions, sendo que
0 teste apresentou resultado positivo para a presenca de nitrato, utilizando-se uma
solucéo de difenilamina em &cido sulfirico concentrado. fons nitrato na presenca da
solucdo de difenilamina formam &cido nitrico que oxida a difenilamina, formando a
difenilbenzidina que ao entrar em contato com o acido sulfdrico pode ser percebido

uma coloragdo azul intensa, de acordo com as reacdes redox abaixo (Figura 19).27:28
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Figura 19: Reacdes redox da difenilamina em presencga de nitrato.
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5 CONCLUSAO

O estudo quimico da fracdo hidroalcodlica das sementes de A. gigantea
possibilitou isolar e identificar, neste trabalho, quatro substancias, sendo duas
lignanas (kobusina e eudesmina), alantoina e o sal inorganico KNOs. Esse € o
primeiro registro dessas substancias nas sementes da espécie A. gigantea, sendo
essa apenas a quarta espécie do género Aristolochia a ter as suas sementes

estudadas.
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