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Tudo que importa € o agora e nada mais

Tudo que nds somos € apenas o que a gente faz”

(Poeira Estelar, Fresno)



Resumo

Inga marginata Willd., popularmente conhecida como inga-feijdo, ¢ uma planta nativa da
Mata Atlantica que ocorre em quase todo o territorio nacional. E utilizada no reflorestamento
de matas ciliares por se adaptar em ambientes umidos e solos encharcados e na arborizacdo
urbana. O presente trabalho propos a identificagdo dos componentes presentes no extrato
etanolico das folhas de mudas de Inga marginata Willd. através de técnicas analiticas como
cromatografia liquida, espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear uni e
bidimensional, ultravioleta e infravermelho, além da comparacao com a literatura, os quais
permitiram a elucidagcdo de quatro flavonoides pertencentes a classe de flavonois: miricetina-
3-0O-0-L-ramnopiranosideo (CS), miricetina-3-O-(2’’-O-galoil)-a-L-ramnopiranosideo (C10),
quercetina-3-0-a-L-ramnopiranosideo (C9) e miricetina 4’-metiléter-3-O-ramnose (C8). Este
¢ o primeiro relato no género de C8, ja as substancias C9 e C10 foram identificadas pela
primeira vez em folhas de mudas de Inga marginata enquanto a substancia C5 ja havia sido
relatada em folhas da planta adulta.

Palavras chaves: Leguminosae. Inga marginata. Flavonois.



Abstract

Inga marginata Willd., popularly known as “inga-feijio”, is a native plant from “Mata
Atlantica” (Atlantic Forest) found in all national territory. It is used for reforestation of
riparian buffers, because of this plant’s adaptive capacity in humid environment and
waterlogged soil, and for urban reforestation. This work proposed the identification of the
components present in the ethanolic extract from Inga marginata Willd. seedling’s leaves
through analytical technics such as liquid chromatography, mass spectroscopy, one and two-
dimensional magnetic resonance, ultraviolet and infrared as well as comparing with the
literature, which permitted clarify four flavonoids from the flavonols class: myricetin-3-O-a-
L-rhamnopyranoside (C5), myricetin-3-O-(2’’-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside (C10),
quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside (C9) and myricetin 4'-methylether-3-O-rhamnoside
(C8). This is the first report in the C8 genus, since the C9 and C10 substances were firstly
identified in Inga marginata seedling’s leaves while the substance C5 had already been
reported in leaves from the adult plant.

Keywords: Leguminosae. Inga marginata. Flavonols.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas em torno dos produtos naturais sdo crescentes mundialmente devido a
biodiversidade animal e vegetal, sendo esse ultimo, o reino responsavel por uma boa parcela
do fornecimento de metabolitos secundarios' — substincias que possuem distribuicdo
taxondmica restrita no vegetal’ - muitos destes de alto valor agregado devido a aplicagdes
como medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos'.

Produtos de origem natural sdo alternativa de medicagdo de parte da populacao, podendo
as plantas ser aplicadas em uso terapéutico, matéria-prima para manipulagdo, obtencao de
principios ativos ou como precursores em semi-sintese’. Se as plantas medicinais sdo aquelas
retiradas da natureza de forma bruta e praticamente sem purificagdo, a fim de medicacdo, e
capazes de curar enfermidades de acordo com a sabedoria popular, os fitofarmacos sao
substancias isoladas de vegetais e utilizadas como ativo em medicamentos” e os fitoterapicos,
por sua vez, sdo medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais empregando-se
exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, 6leo e outros) que devem ter efeitos
terapéuticos comprovados’. Os fitoterapicos aparecem como recurso terapéutico de mais de
2/3 da populagdo mundial demonstrando a necessidade acerca de estudos dos vegetais
superiores como fonte de substincias ativas'.

Partindo do metabolismo secundario do reino vegetal encontra-se uma vasta quantidade de
substancias que atuam de forma protetora ao ataque de micro-organismos e herbivoros,
atracdo de insetos para poliniza¢do e relacdo simbidtica com microorganimosz. Devido as
caracteristicas unicas de cada planta, tais produtos ndo sao universais, fomentando a pesquisa
em torno dos mesmos'. Dentre estes produtos estdo os compostos fendlicos encontrados no
género Inga que pertence a familia Leguminosae. Para esse estudo foi escolhida a espécie

Inga marginata cuja composi¢do quimica ¢ ainda pouco conhecida.
1.1. Familia Leguminosae

Geologicamente antiga e ausente apenas nas regides Artica e Antértica, a vasta familia
Fabaceae ou Leguminosae conta com 727 géneros e 19325 espécies, sendo que somente no
Brasil ha registro de 178 géneros e 3200 espécies’ distribuidas em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae. Espécies desta familia sdo caracterizadas

;
por apresentarem frutos em forma de vagem, geralmente'.
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A utilizacdo de leguminosas na area agrondmica ¢ de extrema importancia para o contexto
ambiental e financeiro devido a redugdo de uso de fertilizantes industriais uma vez que ocorre
o aumento do rendimento das culturas comerciais por conta da manuten¢ao da umidade do
solo e da relagdo simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogé€nio, as quais, garantem a planta
o suplemento continuo de um dos nutrientes mais importantes para a mesma® ’.

Destaca-se também o uso como fonte de alimento, producdo de Oleos, perfumes e
inseticidas, ornamental e, principalmente, para producao de madeiras nobres e valiosas usadas
na marcenaria, entalhadura e construgdes em geral. Ha relatos que apontam as leguminosas
como uma das principais fontes para producdo de proteina vegetal, particularmente para os
paises em desenvolvimento’.

Quimicamente, as leguminosas apresentam uma grande diversidade, dentre as classes de

11,12

A . .10 . 113 1o 14
substancias conhecidas encontram-se taninos , flavonoides ' °, alcaloides °, terpenoides ",

: 1 e 1
saponinas'’ e fitoesterdis'’.

1.2. Género Inga

Inga, nome derivado do tupi-guarani angd, que quer dizer “que tem semente
envolvida” ¢ um género pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Mimosoidaeae e a
tribo Ingeac’®. Este género apresenta aproximadamente 300 espécies em clima neotropical
onde os principais centros de diversidade sdo o litoral e o interior brasileiro, o Sudeste da
América Central e oeste da América do Sul'®. Destas, 140 encontram-se no Brasil, sendo 93
encontradas na regido fitogeografica do litoral. Ainda no Brasil, hd a bacia amazonica
constituindo grande centro de diversidade desse género'®.

Segundo estudos, alguns fosseis do género Inga sdo de periodos como Cretaceo
(Europa e América do Norte), Oligoceno (Panamd), Mioceno (Costa Rica) e Plioceno
(Bolivia)®. Os ingas sdo plantas dispersadas por zoocoria — através de animais — ou por
hidrocoria — por meio aquatico — resultante da alta incidéncia dessas plantas na beira de rios' .
As plantas desse género sdo caracterizadas basicamente por apresentarem folhas paripenadas,
com nectario na raque foliar, localizado entre cada par de foliolos e legume com sementes
envolvidas por sarcotesta carnosa e adocicada'®. Tais plantas sdo utilizadas no

' Inga tem importancia

reflorestamento, fitoterapia, producdo de energia e alimentagdo
ecologica na manutengdo do equilibrio natural, fornecendo néctar, pdlen, frutos, sementes e
sarcotesta para a fauna local e por produzir nodulos radicais que contém bactérias fixadoras

de nitrogénio do ar’.
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Encontram-se nesse género grande quantidade de compostos fenolicos como taninos e
flavonoides, fazendo deste género parte interessante de estudo em propriedades antioxidantes.
Atividades anti-bacterianas, antifingicas, anti-inflamatérias e anti-diarréicas ja foram
relatadas em vérias espécies desse género’ . Com referéncia aos constituintes quimicos de
diferentes espécies do género Inga, saponinas, fitoesterdis, triterpenoides e taninos t€ém sido
identificados na casca de Inga marginata'”; 4cido galico, galotaninos e flavondides —
catequinas, proancinidinas, flavonas e flavononas, entre outros - foram isolados a partir de
Inga edulis'®'’; diferentes 4cidos pipecolicos hidroxilados foram identificados em Inga
brenesii, Inga longispica, Inga oerstediana e¢ Inga paterno, sendo raros alguns desses
compostos e encontrados somente em alguns géneros da subfamilia Mimosoideae™; acticares
como D-frutose, sacarose e D-mannitol, entre outros, foram isolados a partir de Inga
spectabilis®'. Espécies como I. brenesii, I. densiflora, I.longispica, .mortoniana e l.punctata
apresentaram um acido pipecélico metoxilado restrito a poucas espécies”. Em I. goldmanni
foram relatados aminoacidos raros e em |. umbellifera flavonoides restritos a ela e outras duas
plantas” . Ainda sobre I. umbellifera, foram descritos alguns cinamoil-glicosideos de
catequina e procianidinas®*. Em |. laurina, foram constatadas a presenca de derivados de
tirosina, galotaninos, taninos, flavonoides, saponinas, terpendides, triterpenos, esteroides e

;. ’ . 25,26.
4cido ascorbico®=%

1.3. Inga marginata Willd

Inga marginata Willd apresenta varias sinonimias botanicas: Inga adorata G.Don, Inga
excelsa Poepp., Inga guayaquilensis G.Don, Inga leptostachya Benth, Inga semialata (Vell),
Inga puberula Benth, Inga pycnostachya Benth, Inga sapida Kunth, Inga semialata (Vell.),
Mimosa semialata Vell*’. Popularmente esta espécie é conhecida como: Ingi-dedo, Inga-
feijdo, Inga-amendoim e Ingé-miudo.

Ocorre em quase todo o territorio brasileiro e sabe-se que a mesma ¢ nativa da Mata
Atlantica e ¢ indicada para reposicdo de matas ciliares, sendo capaz de suportar
encharcamentos e inundagdes temporarias. Embora a espécie tenha preferéncia por ambientes
umidos proximos a rios e lagos, t€ém-se também sua presenca em solo profundo e firme, sendo
usada para reflorestamento e arborizagdo urbana®®.

E uma arvore mediana, tendo de 5 a 20 m de altura e de 20 a 50 cm de didmetro. Seu

tronco relativamente fino, de ramificagdo quase horizontal, forma uma copa arredondada e

densa, tendo folhas de coloragdo verde- escuro e comprimento de 10 a 30 cm, ja a casca ¢
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provida de lenticelas sendo mais ou menos lisa e marrom escura. O fruto assemelha-se a uma
vagem que contém varias sementes com polpa branca adocicada ao longo da sua faixa de 5 a
15 cm de comprimento e 1 a 1,5 cm de largura. As flores sdo numerosas e brancas

organizadas em cachos®’ (Figura 1 e 2).

Figura 1 - Representagdo dos 6rgdos vegetais de Inga marginata Willd. segundo a Flora Brasilienses.

INGA mardisala

Fonte: VON MARTIUS; EICHLER; URBAN 7.



Figura 2 - Imagens das amostras de Inga marginata adquiridas: (A) mudas (B) flores e (C) folhas.

Fonte: Autor

20
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De interessante potencial fitoterapico, tendo sido relatado o tratamento de Ulceras
vaginais com o fruto e propriedades adstringentes e vasodilatadoras relacionadas ao caule™,
foi constatada nas cascas de Inga marginata a presenca de saponinas, taninos, fitoesterdis e
triterpenoides'”, compostos esses atuantes no organismo, onde as saponinas manifestaram
atividades antibacteriana, antifingica, antitumoral e, também, atividade depressora sobre o
sistema nervoso central de ratos'”. As substancias identificadas até o momento nos estudos
quimicos realizados com esta espécie encontram-se na Tabela 1 e suas estruturas moleculares

no Quadro 1 :

Tabela 1 - Substancias isoladas de Inga marginata Willd.

Classe isolada | Orgio vegetal Substancia Referéncia
Flavonoide Folha Miricetina 3-0-a-L-
raminopirasideo
Terpeno Folha Olean-18-eno _
Acido fenélico Folha Acido vanilico g
Acido fenolico Folha Galato de metila .§
Acido fendlico Folha Galato de 2-ramnopiranosil-4,6- ;g
diidroxifenila o~
Terpeno Folha o-amirina
Acido fendlico Folha Acido 3,4,5-trimetoxibenzoico
Esteroide Galho e folha Estigmasterol
Terpeno Galho Lupenona
Terpeno Galho Friedelina
Antraquinona Galho Fisciona R
Terpeno Galho Lupeol %
Antraquinona Galho Emodina '0':3
Ac. fendlico Galho e folha Acido Galico (g
Ac. fenolico | Galho e folha Acido 4-hidroxibenzoico 3
Terpeno Galho e folha Acido caurenoico
Fenilpropandide | Galho e folha Acido p-cumérico
Fenilpropandide | Galho e folha Acido ferulico




22

Fenilpropanoide | Galho e folha Acido cafeico
Flavonoide Galho e folha Catequina
Flavonoide Galho e folha Apigenina
Flavonoide Galho e folha Quercetina
Flavonoide Galho e folha Rutina
Flavonoide Folha Vicenina 2
Flavonoide Galho e folha Naringenina
Ac. fendlico Galho e folha Acido tanico

Quadro 1 - Substancias identificadas em Inga marginata Willd.

O OH
Xy Oy OH
@)
@) N
HyC” OH
HO OH
OH OH HO
Acido galico Acido 4-hidroxibenzoico Acido ferilico
0 O

HO
HO OH

Acido p-cumarico Acido cafeico



23

OH OH
OH

OH

OH o
OH OH HO (@]

o}
¢}
"o OH 0]

OH

OH

Rutina Apigenina

HO HO
OH
oK OH
HO O
OH
OH @]
Vicenina 2 Quercetina
OH

HO e}
OH O

Naringenina Acido caurendico
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O OH
\i
OH

Acido vanilico
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OH O OH
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Fonte: Autor

1.4. Flavonoides
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HO
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Catequina
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O\ OH
OH
=0 o o
OH
OH HO OH
OH

Acido tanico

Os flavonoides sdao compostos polifendlicos produzidos no metabolismo secundario

das plantas, participando de importantes fun¢des no crescimento, desenvolvimento e defesa

contra agentes patdgenos, sendo encontrados nas sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e
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2
flores™.

Esses metabolitos protegem as células vegetais contra danos causados pela
fotoxidagdo, atuam como agentes atrativos para insetos, servem de mediadores entre as
plantas e organismos fixadores de nitrogénio e ainda podem atuar como reguladores no
desenvolvimento do vegetal®.

Os flavonoides sdo fitoquimicos de plantas que ndo podem ser sintetizados por seres
humanos, mas ao serem ingeridos através do consumo de frutas e legumes, atuam como
antioxidantes exercendo fungdo protetora e no tratamento de doencas degenerativas mediadas
por estresse oxidativo>*. Estudos sugerem ainda atividade antimutagénica, redu¢do no risco de
doengas cardiovasculares e acidente vascular cerebral, sendo que cada classe de flavonoide
varia em sua absor¢ao pelo organismo e seu metabolismo.

Devido a ampla capacidade em inibir a germinacdo de esporos patogénicos em
plantas, provavelmente por conta da capacidade de formar complexos com proteinas soliveis
presentes nas paredes das células fungicas, os flavonoides sdo associados a atividade
antifingica®. Sua natureza lipofilica também pode ser responsavel pela lise celular do
fung035. Segundo estudos, atividades anti—virais36, antibacterianas”, antiparasitélria3 8,
anticAncer’” também sio relatadas.

A biossintese dos flavonoides ocorre a partir do fenilpropano — derivado do acido
cindmico e sintetizado a partir do acido chiquimico que age como ponto de partida para a
adicao de trés moléculas de acetato ocorrendo em seguida a ciclizacdo da estrutura. As
hidroxilagdes e redugdes posteriores dardio origem a diferentes tipos de flavonoides®® sendo
que alguns estdo representados na Figura 4.

A estrutura basica de um flavonoide consiste em um nucleo fundamental, constituido

de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis, sendo dois anéis fendlicos substituidos

(A e B) e uma cadeia heterociclica ( C ) acoplada ao anel A*°, como ilustra a Figura 3:

Figura 3 - Estrutura basica de flavonoides.



Figura 4 - Classes de flavonoides.
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2 OBJETIVOS

Realizar o estudo quimico do extrato etandlico das folhas de mudas da espécie Inga
marginata por CLAE-DAD, CLAE-EFS-TT, RMN, IV, UV e MS buscando substancias que

agreguem valor a essa espécie e consequentemente ao género.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental adotado envolveu a obtengdo de extratos com solventes em
ordem decrescente de polaridade, fracionamento do extrato selecionado por extragdo em fase
solida (EFS) e subsequente isolamento das substancias por CLAE preparativo ou por CLAE-
EFS. Para a identificacdo das substancias isoladas foram utilizados dados de UV, RMN, MS e

IV e comparacao com dados da literatura.

A seguir estdo indicadas as especificacdes dos equipamentos e consumiveis utilizados no

desenvolvimento desse estudo.

3.1. Consumiveis

e Acetonitrila grau CLAE da marca J.T. Baker — lote T46C57,

e Metanol grau CLAE da marca J.T. Baker — lote T46C03;

e Metanol deuterado da marca ACROS — lote A016503301;

e Etanol grau CLAE da marca J.T. Baker AF4088RA

e Acetato de etila grau CLAE da marca J.T.Baker;

e Acido formico grau PA da marca Exodo Cientifica — lote AF4088RA

e Agua purificada com sistema Milli-Q da marca Millipore;

e Silica Polygoprep 60-50 C18 da marca Macherey-Nagel — lote 15004013;
e Filtros de nylon de didmetro 13 mm e poro 0,22um;

e Seringa HSW;

e Poliamida para coluna cromatografica da marca Sigma Aldrich — lote BCBN8179V

3.2 Equipamentos

e Moinho analitico A 11 basicS32 da marca IKA 230 v;

e Rotaevaporador Buchi B-480;

e Speed Vac Thermo, compartimento do refrigerador de vapor RVT4104, controlador
VN100DDA e bomba OFP400;

e Liofilizador Christ modelo Alpha 2 — 4 LD plus;

e Centrifuga IKA mini G (CE);

e Centrifuga Celm Combate 3600 rpm;
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e Banho com Ultra-som Elmasonic S — 60 Hz e 550 w.

e Cromatografo liquido de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) Ultimate3000, marca Dionex®
(Sunnyvale, USA), equipado com uma bomba ternaria modelo DGP-3600RS (2D),
compartimento termostatizado de coluna TCC-3000RS, detector de arranjo de diodos
modelo DAD-3000(RS), detector de aerossol carregado (Corona Ultra RS) e amostrador
automatico modelo WPS-3000RS;

e Cromatografo Shimadzu equipado com duas bombas Shimadzu LC-6AD, auto injetor
Shimadzu SIL 10AF,detector de arranjo de diodos UV-Vis do modelo Shimadzu SPD-
M20A e degaseador Shimadzu DGU-20 A 5R;

e Coluna Phenomenex Luna Sum C18(2) 100 A — 250 x 4,60 mm;

e Coluna Phenomenex Luna Sum C18 (2) 100A — 150 x 21.20 mm (preparativa);

e CLAE-DAD-EFS-TT Agilent Infinity configurado com bomba quaternaria 1260, auto
sampler 1260 ALS e detector de arranjo de fotodiodos 1260 DAD VL;

Coletor com Sistema de Extracdo em Fase Solida da Bruker/Spark Prospekt II com 192
cartuchos HySphere com adsorvente de resina GP;

TT: Transferidor e preparador automatico de amostras Automatic Liquid Handling
(Gilson) com entrada para eluente dos cartuchos e saida para tubos de RMN 3 mm.

e Espectrometro Bruker Avance III HD 600 (14,1 T) equipado com criossonda e
espectrometro Bruker 300 Fourier (7,1 T).

e Espectrometro de Massas Bruker Q-TOF Maxis Impact. A amostra foi analisada em
solucdo H,O:MeOH 1:1 com 0,1% de acido formico com auxilio de bomba de infusdo a
180uL/h. Ionizagdo por eletrospray (ESI), modo negativo, voltagem do conjunto do
capilar em 4500 v, ajuste da placa final em -500 v e pressao do nebulizador em 0,3 bar.

e Espectrometro de absor¢do na regido do infravermelho médio com Raman acoplado
Vertex com faixa de leitura — 400 a 4000 cm™ cm e lente ATR (cristal de diamante). O

estudo foi feito com o analito solubilizado em metanol.

3.3 Coleta e identificacio do material vegetal

Trinta mudas de Inga marginata foram adquiridas no viveiro Camara (Ibaté-SP). O laudo
de autenticidade da espécie em questdo foi arquivado. Apos adquiridas, as mudas foram

limpas e separadas em folhas, caules e raizes. Flores foram obtidas da planta adulta.
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3.4 Obtencao do extrato etandlico bruto

O material vegetal (raiz, caule e folhas de mudas e flores da planta adulta) foi seco em
estufa a temperatura de 40°C durante 10 dias e em seguida triturado em moinho analitico. A
etapa de extra¢do foi realizada com solventes em ordem decrescente de polaridade (dgua,
etanol e hexano) assistida por ultrassom (UAE) com a finalidade de extrair a maior
diversidade possivel de compostos. Primeiramente, foi realizada apenas uma extra¢ao aquosa
onde em seis tubos Falcon foram pesados aproximadamente 2,0 g + 1,0 g de material vegetal
e adicionados cerca de 10,0 mL de 4gua em cada tubo que em seguida foram agitados e
sonicados por 10 min. Posteriormente, foram centrifugados por 10 min e filtrados. A solugao
resultante foi aliquotada em 20 microtubos devidamente pesados e esses concentrados em
speed vac fornecendo o extrato aquoso. Repetiu-se este procedimento, desta vez com etanol,
extraindo duas vezes e fornecendo assim, o extrato etanolico. Novamente, repetiu-se o
processo, agora com hexano extraindo por trés vezes e fornecendo o extrato hexanico. Os
extratos secos foram pesados, devidamente rotulados e armazenados a frio. O extrato aquoso

apresentou massa equivalente a 711,9 mg, o etandlico a 831,5 mg e o hexanico 182,4 mg.

3.5 Estudo quimico do extrato etanolico

Uma analise prévia por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em modo
gradiente, num tempo total de 57 minutos, utilizando etanol e agua acidificados em 0,05% de
acido formico. O gradiente foi construido variando-se de 5% a 100% o solvente organico,
obtendo-se o espectro no UV de taninos e flavonoides (Figura 5). O perfil cromatografico dos
quatro orgaos vegetais analisados (Figura 6 - A) demonstrou um alargamento nas bandas
indicativo da presenca de taninos, sendo realizado posteriormente, um tratamento com
poliamida a fim de minimizar esse alargamento e verificar de forma qualitativa a presenca

desses compostos.

A remogao de taninos foi feita através do uso de um cartucho com 500 mg de poliamida,
com ativagdo do mesmo em metanol, o condicionamento em solu¢cdo MeOH:H,O (1:1)
seguido da aplicacdao da amostra em solugdo MeOH:H,O (1:1) e elui¢do com H,0, MeOH e
MeOH:NHy4 (95:5), sendo cada eluicao recolhida em béqueres distintos. A fragdo metanolica
foi entdo analisada por CLAE-DAD (Figura 6 - B) demonstrando a remog¢ao de taninos dos

extratos e sugerindo uma composi¢ao majoritaria de taninos na raiz e intermedidria entre
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taninos e flavonoides no caule enquanto folhas e flores mostraram-se ricas em flavonoides,
sendo a flor constituida de grande diversidade de compostos fenolicos. Optou-se pelo estudo

com as folhas devido a pouca massa restante dos outros 6rgaos vegetais.

O extrato etandlico sem o tratamento com a poliamida das folhas de mudas de I.
marginata foi entdo submetido a um fracionamento com silica C18 (40 — 50 mesh, 15 x 2 cm)
sob pressdo reduzida, resultando em sete fragdes. A ativagcdo da coluna foi realizada com
EtOH e o condicionamento com a passagem de dgua Milli-Q. A amostra de massa equivalente
a 300 mg, aproximadamente, foi dispersa em 5,0 g de C18 e entdo aplicada na coluna. A
eluigdo foi feita com agua, EtOH e AcOEt, como se segue: 1 H,O (100%), 2 H,O:EtOH (8:2),
3 H,O:EtOH (6:4), 4 H,O:EtOH (1:1), 5 H,O:EtOH (3:7), 6 EtOH (100%) e 7 AcOEt
(100%). Coletou-se 15 mL de cada fragdo resultando em 0,8 mg (1) , 20,8 mg (2), 45,6 mg
(3), 15,0 mg (4), 8,6 mg (5), 5,7 mg (6) e 2,8 mg (7).

Tais fragdes foram analisadas por CLAE modo reverso, sendo a fase mdovel composta por
dois solventes: agua (A) e acetonitrila (B). A elui¢do foi realizada em modo isocratico
conforme descrito na Tabela 2. Considerando a complexidade dos perfis cromatograficos
obtidos, a massa das fragdes e o espectro no UV das principais bandas observadas nos
cromatogramas, as fragdes 3 e 4 foram selecionadas para isolamento e identificagdo de seus
constituintes principais. Assim, procedeu-se o fracionamento da fracido 3 em CLAE

preparativo e da fracdo 4 por CLAE-EFS.

Figura S - Espectros no UV obtidos de taninos (A) flavonoides (B).

-

274,3 nm 267.5 nm

350,3 nm




34

Figura 6 - Perfis cromatograficos de orgdos vegetais de Inga marginata Willd. em 254 nm: Extratos

etanolicos (A) e Extratos etandlicos apds remogao de taninos (B).
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3.6 Isolamento das substancias da Fracao 3

A fragdo 3 com massa de 45,6 mg foi submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) preparativa em coluna cromatografica C18 (absor¢ao em 254 nm, inje¢ao de 100 pL

e fluxo de 10mL/min) — (Figura 7) - e eluida conforme a Tabela 2, resultando em 7 bandas

(subfragdes) as quais tiveram massa correspondente a indicada na Tabela 3.

Figura 7 - Cromatograma obtido da Fragdo 3
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Tabela 2 - Condigdes cromatograficas do CLAE-DAD preparativo da Fra¢do 3 obtida do extrato

etanolico das folhas de Inga marginata.

Isocratico
Solvente A Solvente B
Tempo (min.) B (%)
0 20
*H,O ACN
48 20

*Fase aquosa acidificada com 0,1% de acido férmico.

Tabela 3 - Massa das subfracdes coletadas em CLAE-DAD preparativo da Fragdo 3.

Massa Fr 3 =45,6 mg

Bandas Massa (mg)
1 0,6
2 1,5
3 0,1
4 8,2
5 1,8
6 1,0
7 1,6

Da fracdao 3 e através do conjunto de técnicas de determinagdo estrutural utilizadas, (IF,

UV, RMN e EM), foi possivel identificar a substancia CS sendo essa referente a banda 4. As

demais fragdes estdo em analise.

3.7 Isolamento das substancias da Fracao 4

A fragdo 4, com uma massa equivalente a 15 mg, foi analisada por CLAE-DAD-EFS-TT

na qual as condi¢des adotadas estdo contidas na tabela abaixo:



36

Tabela 4 - Condicdes de analise por CLAE-EFS da Fr. 4 das folhas de Inga marginata.

Isocratico
Solvente A Solvente B
Tempo (min.) B (%)
0 20
H,O0 ACN
30 20

Seguindo um monitoramento em 220, 254 e 350 nm, o perfil obtido por andlise

CLAE-DAD-EFS-TT foi possivel constatar a presengca de 11 bandas a serem coletadas. O

perfil cromatografico obtido encontra-se na Figura 8:

Figura 8 - Perfil cromatografico obtido via CLAE-DAD-EFS-TT da Fragéo 4.
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A fragdo 4 foi entdo subfracionada no sistema CLAE-EFS considerando a adog¢do do

comprimento de onda de 254 nm e as bandas coletadas (Figura 9) analisadas em RMN 600
MHz.

Figura 9 - Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD-EFS da fracdo 4 com identificagdo das
bandas coletadas C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7,C8,C9,C10e C11.
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Da fragdo 4 e através do conjunto de técnicas de determinacgdo estrutural utilizadas (IF,
UV, RMN e EM), foi possivel identificar as substancias C5, C8, C9 ¢ C10. As demais

fragdes estdo em analise.
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O procedimento realizado estd resumido no Fluxegrama 1:

Fluxograma 1- Esquema geral do fracionamento do extrato etanolico das folhas de mudas de Inga

marginata.

Folhas

(2,02)
- Extragdo por sonicagdo com H»O, EtOH e hexano;
- Centrifugacao;
- Obtencdo dos extratos e armazenamento

Extrato etanolico
(300mg)
EFS
-C18
‘ - Eluicdo com H->O. EtOH e AcOEt com forca de eluicdo crescente
Fr. 1 Fr.2 Fr.3 Fr. 4 Fr.5 Fr. 6 Fr.7
(0,8 mg) (20,8 mg) (45,6 mg) (15,0 mg) (8,6 mg) (5,7 mg) (2,8 mg)

CLAE- CLAE-
DAD EFS-TT
- Cl18;
- Modo isocratico: H,O/ACN (80:20)
- Cl18;
C5 - Modo isocrético: H,O/ACN (80:20)

8,2 mg

C4 Cs Ceé C8 C9 C10 C11
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico das fragdes 3 e 4, provenientes do extrato etanolico das folhas de mudas
de Inga marginata Willd., levou ao isolamento de 4 flavonoides: miricetina 3-O-a-L-
ramnopiranosideo (C5), miricetina-3-O-(2’’-O-galoil)-a-L-ramnopiranosideo (C10),

quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (C9) e miricetina 4'-metiléter-3-O-ramnose (C8).
4.1. Miricetina-3-O-o-L-ramnopiranosideo (C5)

Da anélise por CLAE-EFS da fragao 4 (item 3.7) identificou-se a substancia C5.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 11), obtido em solucdo
metanodlica, apresentou absor¢ao em 3317,40 em’ caracteristica de estiramento de OH e
sugerindo a presenca de hidroxilas no composto. Observou-se também uma absor¢do em
1652, 91 cm™', atribuida a presenca de estiramento C=0*'. No espectro UV obtido diretamente
do sistema CLAE-DAD foram observadas caracteristicas tipicas de flavonol que incluem
absorc¢des em 255 e 349 nm (Figura 12).

O espectro de RMN de 'H (Figura 13) apresentou 3 sinais na regido de hidrogénios
aromaticos, sendo um simpleto em 6,94 ppm e dois dupletos, em 6,37 € 6,21 ppm, ambos com
constante de acoplamento equivalente a 2,1 Hz. Foram observados ainda, cinco sinais
referente a hidrogénios metinicos oxigenados, sendo um dupleto em 5,31 ppm com J = 1,5Hz,
trés duplos dupletos em 6 3,33, 8 3,79 (J=3,3¢9,5Hz) e 6 4,22 (J=4,7 ¢ 3,3 Hz), além de
um dupleto em 0,95 ppm (J = 6,8 Hz) referente a hidrogénios metilicos, sugerindo que a
hexose presente seria a ramnose.

Com o auxilio do experimento de HSQC (Figura 14) e HMBC (Figura 15) foi
possivel listar vinte sinais de carbonos e atribuir as multiplicidades destes como sendo: doze
sinais relativos a carbonos de anel aromatico, onde quatro sdao de CH (8 94,5; 99,6; 109,4;
109,4) e oito de C (6 105,7; 121,4; 137,6; 146,6; 146,6; 159,2; 162,9; 165,9), além de dois
sinais relativos a carbonos de ligagdo dupla (6 136,0; 158,3). Nao foi possivel observar o sinal
da carbonila conjugada. Além destes, foram observados mais cinco sinais na regido
caracteristica de agucares: cinco CH (6 71,7; 71,9; 73,1; 71,8; 107,9) e um CH3zem 6 17,4. A
analise destes dados, associados aos observados no infravermelho, UV e espectro de RMN de
'H, confirmam a presenca de um esqueleto flavonoidico do tipo flavonol glicosilado. Os

deslocamentos quimicos de C5 encontram-se na Tabela 5.
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A molécula desprotonada observada no espectro de massas, modo negativo, indicou
uma m/z de 463,0901 (Figura 16) sendo compativel com a féormula molecular C,;H»0O12
proposta para C5. A anélise dos dados obtidos e comparacdo com a literatura* (Tabela 5)
permitiu caracterizar C5 como sendo miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo, também

conhecida como miricetrina (Figura 10), previamente isolada do género Inga'®.

Figura 10 - Miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo
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Tabela 5 - Dados de RMN 1D e 2D da substancia C5

41

¢ da miricetrina (miricetina-3-O-a-L-

ramnopiranosideo)*.
Miricetina-3-O-a-L-
C5 . ,
N° ramnopiranosideo
carbono a .
oy, Mult, J (Hz) Oc HMBC du”, Mult, J (Hz) oc”
2 158,3 159,3
3 136,0 136,1
4 - 179,5
5 162,9 163,1
6 |62t | 996 | TFCTEEC g0 amd23) | 997
7 165.9 164,0
8 637 (IH: d:2,1) | 945 |C© C‘Zé)c'% 635 d:2.3) | 946
9 159,2 158,4
10 105,7 105,6
1’ 1214 121,7
, ) C-2; C-17;C-37; _
2 6,94 (1H; 5) 109,4 s Gt 6,94 (2H; 5) 109,4
3’ 146.,6 146,7
4’ 137,6 137,7
5 146,6 146,7
, ) C-2; C-1’; C-27; )
6 6,94 (1H; 5) 109,4 Cor: Gt 6,94 (2H; 5) 109,4
1” 5,31 (1H;d; 1,6) | 1034 C-3;C-3” 5,30 (1H; d; 1,8) 103,5
v 4,22 (1H; dd; 1,6 4,21 (1H; dd; 3,2
2 033) 71,7 e L8) 71,7
ys 3,79 (1H; dd; 3,3 3,78 (1H; dd; 9,2
3 ¢ 9.6) 71,9 e32) 72,0
4> 3,33 (1H) 73,1 3,33 (1H; t;9,2) 73,2
’s ) 3,51 (1H; dg; 9,2
5 3,52 (1H; m) 71,8 ¢ 6.4) 71,9
6’ 0,95 (3H; d; 6,8) 17,4 0,95 (3H; d; 6,4) 17,5

*Espectros obtidos em CD;0D, 600/150MHz
°Espectros obtidos em CD;0D, 500/125MHz
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Figura 11- Espectro de absor¢@o no infravermelho de C5 (solu¢do metandlica).
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Figura 12 - Identificacdo da banda e UV referente a C5.
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Figura 16 - Espectro de massas por ESI da substancia C5 (modo negativo).
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4.2. Miricetina-3-O-(2’’-O-galoil)-a-L-ramnopiranosideo (C10)

Da analise por CLAE-EFS da fragdo 4 (item 3.7) identificou-se a substancia C10.

O espectro de absor¢dao na regido do infravermelho (Figura 18) obtido em solugdo
metandlica mostrou uma absor¢do em 3267,26 cm’ caracteristica de estiramento de OH
sugerindo a presenca de hidroxilas no composto. Observou-se também uma absor¢do em
1649,06 cm™, atribuida a presenca de um estiramento C=0 e uma absorcdo em 1012,58
caracteristica de estiramento C — O de ésteres’’. No espectro UV obtido diretamente do
sistema CLAE-DAD foram observadas caracteristicas tipicas de flavonol que incluem
absorcdes em 265 e 348 nm (Figura 19).

O espectro de RMN de 'H (Figura 20) apresentou um perfil de sinais semelhantes aos
de CS, indicando tratar-se de um derivado de miricetina. Os sinais em 6,38 (H8) e 6,21 (H6)
ppm correspondem aos hidrogénios do anel A e o sinal em 6,98 ppm (H2’; H6’) ao anel B. O
espectro apresentou sinais na regido de 3,0 a 5,5 ppm caracteristicos de acuUcares,

apresentando um sinal em 5,50 ppm atribuido ao hidrogénio anomérico da unidade da
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ramnose. Foi possivel constatar também a presenca de um simpleto em 7,08 ppm sugestivo da
presenca de uma unidade de 4cido galico.

Com base nos espectros por HSQC ¢ HMBC (Figuras 21 e 22) foi possivel listar 11
sinais de carbonos sp® tipicos da estrutura basica da miricetina. A partir dos dados
provenientes do espectro de HSQC foi possivel listar os outros sinais de carbono
caracteristicos de agucares: quatro entre 70 — 74 ppm, um referente a metila em 17, 60 ppm e
outro em 100,21 ppm referente ao carbono anomérico. Os deslocamentos quimicos de C10
encontram-se na Tabela 6.

A molécula desprotonada observado no espectro de massas indicou uma m/z de
615,1022 (Figura 23), sendo compativel com a férmula molecular C,3H,40;¢ proposta para
C10. A analise dos dados obtidos e a comparagio com os da literatura® (Tabela 6) permitiu
caracterizar C10 como sendo a miricetina-3-O-(2’’-O-galoil)-a-L-ramnnopiranosideo,
também conhecida como desmantina-1 também j4 isolada do género Inga® e representada na

Figura 17.

Figura 17 - Miricetina-3-O-(2’’-O-galoil)-a-L-ramnopiranosideo
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Tabela 6 - Dados de RMN 1D e 2D de C10 e da desmantina-1 (miricetina-3-O-(2’’-O-galoil)-a-L-

ramnopiranosideo)®.
C10 Desmantina-1
NO
carbono
ou®, Mult,J (Hz) | &c¢* HMBC oc”
2 159,4 1584
3 134,5
4 178
5 162,8
6 6,21 (1H; d; 2,1) 99,6 C10 99,9
7 164,3 165,4
8 6,38 (1H; d; 2,1) 94,5 C9 94,4
9 158,8 157,5
10 105,9 105,0
I 122,6
2 6,98 (1H; 5) 1094 | <% %36 G4 109,5
3 146,4 146,4
4 137,9 137,0
5’ 146,4 146,4
6 6,98 (1H; 5) 1004 | % Cczsi C4; 109,5
1 5,50 (lH, d, 1,6) 100,2 5 99’3
ys 5,63 (1H; dd; 1,6 ¢ 799
2 3.4) 73,3 ;
3 4,05 (1H; dd; 3,4 ¢ 70.5 70,1
9.1)
4> 3,48 (1H; m) 73,5 73,2
57 3,50 (1H; m) 71,7 71,6
6” 1,00 (1H; d; 5,8) 17,6 17,0
1 121,3
o5 . C3”7; C4”7;
2 7,08 (1H; s) 110,2 C67%: C=0 109,1
3 146,2 145,7




4> 139,8 139,3

5 146,2 145,7
. ) C2’7,; C4’37;

6 7,08 (1H; s) 110,2 C5%: C=0 100,1

C=0 167,3 168,8

*Espectros obtidos em CD;0D, 600/150MHz.
bEspectros obtidos em CD;OD.

Figura 18 - Espectro na regido do infravermelho de C10 (solugdo metanolica).
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Figura 19 - Identificacdo e UV da banda referente a C10.
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Figura 23 - Espectro de massas obtido por ESI da substancia C10 (modo negativo).
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4.3. Quercetina-3-O-g-L-ramnopiranosideo (C9)

Da andlise por CLAE-EFS da fragdo 4 (item 3.7) identificou-se a substancia C9.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 25) obtido em solugdo
metanolica mostrou uma absorcdo em 3280,76 cm™' sendo essa caracteristica de estiramento
de OH e sugerindo a presenga de hidroxilas no composto. Observou-se também uma absor¢ao
em 1645, 20 cm'l, atribuida a presenca de estiramento C=0 e uma absor¢do em 1012,58 cm’!
caracteristica de estiramento C-O de ésteres’'. No espectro UV obtido diretamente do sistema
CLAE-DAD foram observadas caracteristicas tipicas de flavonol que incluem absor¢des em
259 e 347 nm (Figura 26).

O espectro de RMN de 'H (Figura 27) apresentou 5 sinais na regido de hidrogénios
aromaticos, sendo quatro dupletos, em 7,35 ppm (J = 2,2 Hz); 6,92 ppm (J = 8,3 Hz); 6,39
ppm (J = 2,1 Hz) e 6,22 ppm (J = 2,1Hz) e um duplo dupleto em 7,31 ppm (J =2,2 ¢ 8,3
Hz). Foram observados ainda um dupleto em 5,35 ppm com J = 1,6 Hz, dois duplos dupletos
em 4,22 ppm (J=1,7 e 3,4 Hz), 3,75 ppm (J = 3,4 € 9,5 Hz), um multipleto em 3,34 ppm, um

sinal em 3,41 ppm o qual ndo foi possivel identificar a constante de acoplamento devido a
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regido do sinal de solvente, além de um dupleto em 0,91 ppm (J = 6,2 Hz) referente a
hidrogénios metilicos, sugerindo que a hexose presente seria a ramnose.

Com o auxilio do experimento de HSQC (Figura 28) ¢ HMBC (Figura 29) foi
possivel listar dezoito sinais de carbonos e atribuir as multiplicidades destes como sendo:
doze sinais relativos a carbonos de anel aromatico, onde cinco sdo de CH (6 94,5; 99,6; 116,3;
116,8, 122,7) e sete de C (o 105,9; 136,2; 146,4; 146,7; 158,0; 158,9; 163,9) e o sinal da
carbonila conjugada ndo foi observado; os dados de ressonancia encontram-se na Tabela 9.
Além destes, foram observados mais cinco sinais na regido caracteristica de agucares: cinco
CH (6 71,7, 71,9; 72,1; 73,0; 103,3) e um CH3; em ¢ 17,4. A analise destes dados, associados
aos observados no infravermelho, no UV e no espectro de RMN de 'H, sugeriu a presenca de
um derivado de quercetina glicosilado.

A molécula desprotonada observada no espectro de massas indicou uma m/z de
447,0934 (Figura 30) sendo compativel com a férmula molecular C,;H,00;; que foi proposta
para C9. A analise dos dados obtidos e comparagio com os da literatura® (Tabela 7) permitiu
caracterizar C9 como sendo a quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (Figura 24), também

. . , ey A 19
conhecida como quercetrina, também j4 isolada do género Inga .

Figura 24 - Quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo.
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Tabela 7 - Dados de RMN 1D e 2D de C9 e da quercitrina (quercetina-3-O-o-L-ramnopiranosideo)*.

C9 Quercetina-3-O-a-L-
N° ramnopiranosideo
carbono

oy, Mult, J (Hz) | &c* HMBC 5" Ml J (HD) | 5"
2 158,9 158,6
3 136,3 136,4
4 - 179,7
5 163.,9 163,3
6 6,22 (1H; d; 2,1) | 99,6 | C-5;C-8;C-10 | 6,13 (1H;d;2,1) | 99,9
7 - 166,0
8 6,39 (1H; d; 2,1) | 94,4 C-5,C-6;C-9 | 630 (1H;d;2,1) | 94,9
9 158,0 1594
10 1059 106,0
1’ - 123,1
2’ 735 (1H: d: 2.2) | 1168 | €% CC36 C45 1 g8 @ di21) | 1165
3 146,4 146,5
4 149,7 149,9
5 6,92 (1H, d; 8,3) 116,3 C-3’;C-4’;C-6" | 6,85(1H;d; 8,3) 117,1
o | 7! (;Igjgd; 22| 1227 cocar | 1 (g’;gd; 531 1230
1”7 | 535(1H;d; 1,6) | 103,4 C-3;C-2” 529 (1H; d; 1,7) | 1037
2 4,22 (;}31,;4(;d; 1,7 71,7 4,17 (;I;I.;;)id; 34 722
3 3,75 (;}9155(;(1; 3,4 72,0 3,70 (;I;I’;4()id; 9,3 722
47 3,34 (1H; m) 73,2 C-37:C-6" | 329(1H;d;93) | 734
5 3,41 (1H) 71,8 3,37(1H; m) 72,0
6’ 0,91 (3H; d; 6,2) 17,4 C-5” 0,89 (3H; d; 6,1) 17,8

“Espectros obtidos em CD;0D, 600/150MHz.
bEspectros obtidos em CD;0D, 400/100MHz.
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Figura 25 - Espectro na regido do infravermelho de C9 (solu¢do metandlica).
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Figura 26 - Identificacdo e UV referente a C9.
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Figura 30 - Espectro de massas obtido por ESI da substiancia C9 (modo negativo).
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4.4 Miricetina 4’-metileter-3-O-ramnosideo (C8)

Da analise por CLAE-EFS da fragado 4 (item 3.7) identificou-se a substancia C8.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 32) obtido em solu¢do
metanolica mostrou uma absor¢io em 3282,69 cm’ caracteristica de estiramento de OH
sugerindo a presenga de hidroxilas no composto. Observou-se também uma absor¢cdo em
1647,13 cm'l, atribuida a presenca de estiramento C=0O e uma absor¢do em 1012,58
caracteristica de estiramento C — O de ésteres’”. No espectro UV obtido diretamente do
sistema CLAE-DAD foram observadas caracteristicas tipicas de flavonol que incluem

absor¢des em 258 e 318 nm (Figura 33).

No espectro de RMN de 'H (Figura 34) observou-se que o perfil dos sinais ¢ bem
semelhante ao de C5, indicando-se tratar de um derivado de miricetina. Os sinais em 6,38
(H8) e 6,22 (H6) ppm correspondem aos hidrogénios do anel A e o simpleto em 6,88 ppm

(H2’; H6’) ao anel B. O espectro apresentou sinais na regido de 3,0 a 5,5 ppm caracteristicos
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de agucares, destacando o sinal em 5,31 ppm atribuido ao hidrogénio anomérico da unidade
da ramnose. Adicionalmente, o espectro mostrou um simpleto em 3,88 ppm caracteristico da
presenca de uma metoxila.

Com o auxilio do experimento de HSQC (Figura 35) ¢ HMBC (Figura 36) foi
possivel listar quatorze sinais de carbonos e atribuir as multiplicidades destes como sendo:
doze sinais relativos a carbonos de anel aromatico, onde quatro sdo de CH (6 94,6; 99,7;
109,6; 109,6) e quatro de C (6 104,9; 139,0; 159,1 e 152,0). Além destes, foram observados
mais cinco sinais na regido caracteristica de agtcares: cinco CH (6 71,7; 71,9; 72.3; 72,5 ¢
103,5) e um CH; em o 17,5. A analise destes dados, associados aos observados no
infravermelho, UV e espectro de RMN de 'H, confirmam a presenga de um esqueleto
flavonoidico do tipo flavonol glicosilado. Os deslocamentos quimicos de C8 encontram-se na
Tabela 8.

A molécula desprotonada observada no espectro de massas, modo negativo, indicou
uma m/z de 477,1054 (Figura 37) sendo compativel com a féormula molecular C,,H»,01
proposta para C8, também observou-se um fragmento de razdo m/z 331,0456 referente a perda
de 146,0598, massa equivalente e sugestiva da perda de uma unidade de ramnose. A anélise
dos dados obtidos e comparagio com a literatura® (Tabela 8), permitiu caracterizar C8 como
sendo miricetina 4’-metiléter-3-O-ramnose, também conhecida como mearnsitrina (Figura

31), sendo este o primeiro relato desse flavonoide no género Inga.

Figura 31 - Miricetina 4'-metiléter-3-O-ramnose

OH
o)
\CH3
HO o
| OH
I
o WOH
HaC*" “OH
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Tabela 8- Dados de RMN 1D e 2D de C8 ¢ da mearnsitrina ( miricetina 4’-metiléter-3-O-ramnose)*

C8 Miricetina 4’metiléter-3-O-
N° ramnose”’
carbono
on”, Mult, J (Hz) 5 HMBC o ", Mult, J (Hz) 5c"
2 159,1 158,4
3 139,7
4 179,6
5 163,2
6 6,22 (1H; d; 2,1) | 99,7 6,20 (1H; d; 1,8) | 99,8
7 - 166
8 638 (IH; d; 2,1) | 94,6 C10 6,37 (1H; d; 1,8) | 94,7
9 157,5
10 104,9 106,2
I’ 124,6
2 6,88 (1H; 5) 1096 | &% CC36 4 109,8
3’ 152,0 151,9
4 139,0 136,7
5’ 152,0 151,9
6’ 6,88 (1H; 5) 1096 | &% CC25 4 6,88 (1H; 5) 109,8
1” | 531(1H;d; 1,7) | 103,5 C3” 531 (1H; d; 2,1) | 1037
5 4,22 (;I;I,;;)id; 1,7 717 72,0
3 3,75 (1H) 71,9 72,0
4 3,33 (1H) 72,5 734
5 3,33 (1H) 72,3 71,9
6 | 093(H;d;57) | 17,5 Cs” 0,82 BH; d;5,0) | 17,7
OCH3 3,88 (3H, ) 60,7 C4’ 3,87 3H, 5) 60,9

“Espectros obtidos em CD;0D, 600/150MHz.
PEspectros obtidos em CD;0D,200/200MHz.
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Figura 32 - Espectro de absor¢do no infravermelho de C8.
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Figura 33 - Identificacdo e UV referente a C8.
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Figura 37 - Espectro de massas

Acquisition Parameter

obtido por ESI da substiancia C8 (modo negativo)
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5. CONCLUSAO

A cromatografia liquida permitiu a visualizacdo do perfil cromatografico dos extratos
etanolicos dos Orgdos vegetais — raiz, caule, folhas e flores — de I. marginata Willd. indicando
diferencas qualitativas da presenca de taninos e flavonodides entre eles. O estudo por CLAE-
DAD-EFS-TT proporcionou a separagao de subfragdes e juntamente com EM, RMN e IV a
identificacdo de quatro flavonoides. Dentre essas técnicas o método on-line por CLAE-DAD-
EFS-TT mostrou-se mais eficiente que CLAE-DAD devido a detecg¢do de substancias em uma
amostra com pouca massa por conta da minimizagdao de perdas de transferéncia de vidraria,
erros manuais e a possibilidade de coleta e preparagao para analise em RMN feita pelo

proprio sistema.

O estudo quimico do extrato etandlico das folhas de mudas de Inga marginata Willd.
adquiridas em um viveiro em Ibaté-SP, levou a determinagdo de quatro flavondides
glicosilados: miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (C5), miricetina-3-O-(2°’-O-galoil)-a-L-
ramnnopiranosideo (C10), quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (C9) e miricetina 4’-
metiléter-3-O-ramnose (C8). Este ¢ o primeiro relato no género de C8, ja as substancias C9 e
C10 foram identificadas pela primeira vez em folhas de mudas de Inga marginata enquanto a

substancia CS5 ja havia sido relatada em folhas da planta adulta.
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