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RESUMO

Este relatério resulta de um estagio que decorreu durante a fase inicial de
instalagao dos laboratérios das novas instalagdes da Faculdade de Engenharia.
Neste trabalho apresenta-se a caracterizagdo de compostos, da Blumea
balsamifera D.C. e Apollonias barbujana utilizando essencialmente os métodos
espectroscopicos: a Ressondncia Magnética Nuclear, Ultravioleta e
Infravermelho. O estudo teve como inicio a obtengdo de registos das varias
amostras. Apds analise dos varios registos, a confirmagdo das estruturas foi
efectuada por comparagdo dos dados obtidos com os apresentados na
literatura para esses mesmos compostos. O resultado final foi a identificagéo
de quatro compostos:

¢ (2R,3R)-3,5,2'-Triidroxi—7,4’ dimetoxiflavona (1),

e 3,5, 3, Triidroxi — 7, 4 — dimetoxiflavona (Ombuina) (2),

e 5,3 - Diidroxi - 7, 3, 4 — trimetoxiflavona (3),
todos eles identificados em amostras de B. balsamifera e o composta 4 de A.
Barbujana, cuj identificagao ficou por confirmar neste estagio.
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1. OBJECTIVOS

Este estagio tinha como objectivos a utilizagdo de técnicas cromatograficas variadas e
espectroscopicas (Ressonancia Magnética Nuclear, Infravermelho e Ultravioleta), na
purificagdo e caracterizagdo de compostos provenientes de extractos de plantas,

nomeadamente Blumea balsamifera e Appolonias barbujana.



2. INTRODUCAO

2.1. PRODUTOS NATURAIS: DA PLANTA AOS SEUS CONSTITUINTES
(METABOQLITOS SECUNDARIOS)

As plantas sdo tratadas no sentido de se extrair, separar, isolar e identificar os principios
activos responsaveis pelos efeitos biolégicos. Com a crescente sofisticagéo da tecnologia
os fitoquimicos intensificaram a investigagéo dos extractos de plantas usando técnicas de
alta resolugdo e separacdo o que permitiu identificar muitos compostos ja isolados
anteriormente. Além disso, verificaram que muitas espécies de plantas nunca tinham sido
pesquisadas quimica e biologicamente sendo, por isso, uma potencial fonte de compostos
comercialmente importantes.

O estudo quimico de uma planta exige um enorme estudo prévio que antecede a escolha
da planta a analisar. Uma vez escolhida a planta ha uma série de procedimentos que nao
devem ser esquecidos. Na Fig. 1 apresenta-se em esquema uma sequéncia das etapas
envolvidas no estudo quimico de uma planta.

PLANTA SECA E MOIDA

EXTRACTO BRUTO

FRACCIONAMENTO EM COLUNA
CROMATOGRAFICA

ISOLAMENTO E PURIFICAGAO
DOS CONSTITUINTES

ELUCIDAGAO
ESTRUTURAL

MODIFICACAO MOLECULAR / RMN; IV; UV; EM

g
7

Fig.1 — Sequéncia das etapas envolvidas no estudo quimico de uma planta.

Tudo comega com a colheita, secagem e moagem da planta. No entanto estes
procedimentos seguem regras e ndo podem ser feitos aleatoriamente sob risco de
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arruinar toda a pesquisa posterior. As plantas devem ser colhidas no seu ambiente
natural, no estado nativo; devem ser observadas as influéncias dos ciclos lunares, o
horario do dia e estages do ano, para que seja cuidadosamente seleccionada a altura
da sua colheita. A recolha de uma determinada espécie deve fazer-se com a ajuda de um
botanico, pois este além de classificar o material guardara uma amostra testemunha para
futuras comprovagdes [1].

A secagem & um processo termodinamico por meio do qual ocorre a redugéo do teor de
humidade em materiais biolégicos. Na natureza este processo tem inicio quando as
sementes e, ou, graos atingem o ponto de maturagéo fisiol6gica, ocasido em que estes se
desvinculam de “planta mée”.

A moagem, longe de ser uma operagao simples, constitui um laborioso processo industrial
que requer o emprego de grande nimero de maquinas complicadas. Divide-se em
multiplas operagdes, que em conjunto abrangem a limpeza e a moagem, a peneiragéo e
classificagao.

Os métodos de extracgdo dependem fundamentalmente dos objectivos do estudo da
planta. Sem entrar em detalhes experimentais, que podem ser encontrados em qualquer
manual de laboratério ou noutras fontes bibliograficas, podemos agrupar os métodos de
extracgdo em [1]:

i. "percloragéo” em frio ou a quente (a digestdo em alguns casos acelera o processo),

ii. extracgdo continua (Soxhlet),

iii. destilagdo por arraste de vapor.

Os solventes para extrac¢ao podem ser solugées diluidas de acidos ou bases, quando se
deseja a acidez ou basicidade das moléculas, como por exemplo no caso de alcaloides.
Mais frequentemente, usa-se a extracgdo com solventes organicos de baixo ponto de
ebuligio (acetato de etilo, etanol) e de baixa reactividade [1].

Dos métodos mais usados, tanto para a separagao como para a purificagdo de extractos e
finalmente dos compostos, a cromatografia tem um lugar prioritario.

A identificacdo das estruturas moleculares de produtos naturais pode constituir uma meta
por si s6 ou ser uma etapa para trabalhos posteriores. A analise cristalografica por raio X
é o meio mais directo para determinar estruturas, incluindo a configuragéo absoluta. Ainda
que esta técnica se use com certa frequéncia, devido a crescente comercializagéo de
aparelhos automaticos, a sua aplicagdo na area dos produtos naturais € limitada pois é
necessario dispor de cristais perfeitos de compostos puros. Os métodos
espectroscépicos, especialmente ressonancia magnética nuclear (RMN), infravermelho
(IV), ultravioleta e visivel (UV /VIS) e espectrometria de massa (EM) s&o de uso mais
comum neste campo, tendo sido todos usados, a excepgdo da espectrometria de massa,
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para a identificagdo dos compostos isolados. Frequentemente para auxiliar a elucidagao
estrutural sdo preparados derivados das moléculas em causa. Esses derivados sao
também analisados pelos mesmos métodos espectroscopicos e as alteragbes
introduzidas nos dados relativamente aos compostos originais, permitem retirar
informagdes importantes, contribuindo para a sua identificagéo / caracterizagéo.

A classificagdo dos compostos presentes nas plantas pode fazer-se de acordo com a sua
estrutura, sua biossintese, fonte de producgéo e sua actividade biolégica. Em todos estes
casos é inevitavel a sobreposicdo. Aparentemente, o critério mais acertado é aquele que
usa a biossintese como denominador comum, o qual no seu esquema béasico engloba a
formagéo de metabolitos primarios e secundarios (Fig. 2).

Co, + H,0
fotossint Acidos nucleicos
otossintese H;PO, pirimidinas
Y purinas
Hexoses -«—————— Hidratos de carbono » Polissacarideos
£ glicdlise . ,
Pentoses —————»  Acido pirdvico ~—————» Acido citrico
\\
Aminoacidos

alifaticos \

Acido acético Acido xiquimico Porfirinas
L condensagdo L
Acido meval6nico Acido prefénico \
A
' < [ Fenilalani
Terpenos(C5) L L enilalanina
Aci Poliacetatos
Mono- (Cp) Acidos gordos Comp. fenélicos /\\
Sesqui- (Cs) saturados (Comp ' ) o
Di-  (Cy) Acido cindmico  Aminoécidos
eseter- (C,s) / aromaticos
K;'a gg ig; Acidos gordos
(Carotenoides) insatlirados Aromiticos
Esteroides Pollac:tllenos Lignanos Alcaldides
Agucar +
~ Prostaglandinas .. +
W\ Ligninas
Saponinas + Proteinas
Flavondides

Fig. 2 — Esquema geral de biossintese de metabolitos [1].
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2.2. METODOS ESPECTROSCOPICOS

Métodos espectroscopicos como os indicados, tém diferentes fundamentos, e como
consequéncia, oferecem dados complementares e frequentemente contundentes acerca
de estrutura molecular. Além disso, requerem pequenas quantidades de amostra (cerca
de 15 mg é em geral suficiente para efectuar varios espectros em equipamentos
convencionais), em comparagdo com os métodos quimicos. Os métodos
espectroscopicos servem nao sO para elucidar estruturalmente, com também para
analisar misturas, o que orientara os trabalhos de separagéo e purificagdo de compostos.
Ainda que a espectrometria de massa seja amplamente usada em combinagdo com
cromatografia gasosa, é necessario dispor de padrées correspondentes e como tal néo foi
usado neste trabalho.

2.2.1. Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

O método baseia-se na absor¢cido de energia por troca do spin nuclear dos atomos
submetidos a um campo magnético externo. A analise do espectro de RMN oferece
evidéncias bastante explicitas sobre as caracteristicas dos nucleos que formam uma dada
molécula, sendo os mais frequentemente analisados o 'H, °C, "N, "F, P, em que os
dois primeiros sdo utilizados, por rotina na caracterizagdo de substancias. Os
deslocamentos quimicos dos sinais de RMN do 'H (0-20 ppm) e do *C (0-200 ppm) ddo
informacdo acerca da natureza dos hidrogénios (alifaticos, aromaticos, olefinicos,
directamente ligados a heteroatomos, etc.) e dos carbonos (em ligag6es duplas,
aromaticos, carbonilicos, oxigenados, etc.). Pela integragédo do sinal e pelo acoplamento
spin-spin (multiplicidade do sinal e magnitude da constante de acoplamento) que se
observa no espectro de protées, deduz-se o numero de hidrogénios e o modo como se
distribuem na molécula, enquanto o numero de sinais presentes no espectro de carbono
(registado pela técnica de desacoplamento do ruido de protdes —BB-) indica o nimero de
carbonos presentes na estrutura e a multiplicidade observada na técnica do DEPT mostra
o numero de atomos de hidrogénio ligados ao carbono responsavel pelo sinal. As técnicas
bidimensionais oferecem informagao estrutural muito mais directa e apresentam enormes
vantagens quando se trata de estruturas novas pouco relacionadas com as ja conhecidas

[2].
2.2.2. INFRAVERMELHO (IV)

Neste método as banda observadas nos espectros de infravermelho (4000-600 cm™),
relacionam-se com a mudanga de estados vibracionais e rotacionais das ligacdes

presentes na molécula. A posi¢ao e intensidade das bandas correspondentes a um grupo
5031



funcional, que geralmente aparecem distribuidas em varias zonas mais ou menos
constantes do espectro, sdo muito pouco afectadas pelo resto da molécula, pelo que a
analise do espectro oferece informagéo sobre os grupos funcionais, tal como —OH, —NH,
—CO, etc., bem como do caracter alifatico e/ou aromatico da molécula [2].

2.2.3. ULTRAVIOLETA -VISIVEL (UVIVIS)

Este método analisa as transigoes electrénicas, isto €, a transicdo de um electréo desde o
estado fundamental a um estado excitado. A absor¢cdo de energia requerida para estas
transicdes provém de radiagbes na regido do ultravioleta (190-380 nm) e na regido do
visivel (380-700 nm). E um espectro que apresenta normalmente poucas bandas, sendo o
Amax (log £) de cada banda, caracteristico de um determinado tipo de transigéo electronica

[2].

2.3. Blumea balsamifera e appolonias barbujana

A Blumea balsamifera D.C. é uma planta da familia Compositae que tem sido amplamente
investigada por possuir uma grande variedade de compostos que se notabilizam pelas
suas propriedades biolégicas. Esta familia além da Blumea, engloba muitos outros
géneros e espécies. Preparagdes desta planta tém sido usadas, na Medicina Tradicional
Chinesa como um carminativo, estimulante fraco, vermifugo, abortivo e no tratamento
tépico de ulceras sépticas [3, 4].

O género Blumea contém um grande numero de substancias pertencentes a diversas
classes de metabolitos secundarios, nomeadamente: 6leos essenciais, hidrocarbonetos
alifaticos, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, esterdides, derivado do alcool
coniferilico, alguns derivados do poliacetileno e do tiofeno, lactonas sesquiterpénicas,
algumas cumarinas, flavonas, diidroflavonas e outros flavondides [3-20]. Dentro desta
grande variedade de metabolitos secundarios possiveis de se encontrarem em
B. balsamifera destancam-se os flavonéides que devido as suas propriedades bioldgicas
[21, 24] tém potenciais aplicagdes, nomeadamente no campo da Medicina, na Industria
Alimentar e na Agroquimica [25].

As potenciais aplicagdes dos flavondides ao nivel da industria agroalimentar relacionam-
se com as actividades antioxidantes e caracteristicas adogantes de determinados
flavonoides. Relativamente a agroquimica, a potencial utilizagdo relaciona-se com as
actividades antimicrobiana e desestimulante alimentar de determinados insectos [25].
Quanto as poténcias aplicagbes terapéuticas, algumas ja se encontram reconhecidas,
visto ja existirem disponiveis no mercado alguns medicamentos a base de flavonoéides e
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derivados, utilizados no tratamento de problemas circulatérios (Venorunon®) e no

tratamento de lesdes hepaticas (Legalon®) [25].

A Apollonias barbujana, conhecida por barbusano e também aqui estudada, € uma arvore
da espécie da familia das Lauraceas. A familia das Lauraceas que compreende cerca de
900 espécies na sua quase totalidade tropicais ou subtropicais e distribuidas por 42
géneros é proveniente das ilhas das Canarias e Madeira. E uma arvore de folha
persistente que pode ter uma altura entre 10 a 25 metros. Aparece em regifes de altitude
de 300 a 600 metros. Muitas plantas desta familia foram usadas na medicina tradicional
devido a propriedades biolégicas diuréticas (cassytha spp), analgésicas,
antiulcerogénicas, citostaticas, cardioténicas (cinnamomum spp), expectorantes (laurus
spp) e por efeitos sedativose carminativos [26].

Das folhas de A. barbujana foram identificados varios compostos da familia dos lignanos
[27] e dos terpenos [28].



3. TRABALHOS REALIZADOS DURANTE O ESTAGIO

Este estagio teve como objectivo principal a caracterizagdo de varias substancias
provenientes de extractos de Blumea balsamifera e Appolonias barbujana. De modo a

poder-se elucidar a estrutura dos compostos desenvolveram-se diversos trabalhos a

seguir mencionados.

Familiarizagdo com os métodos espectroscopicos (frequentou disciplina extra-
curricular de Quimica Aplicada Bl — Métodos Espectroscépicos, do 5° Ano da
Licenciatura em Engenharia Quimica).

Preparagéo das amostras para aquisicao dos dados de RMN, IV e UV e aquisi¢éo
dos dados de IV e UV.

Elaboragdo de um manual de utilizagdo do programa informatico MestreC (verséo
2.3) usado para o tratamento dos “dados de RMN” adquiridos no espectrometro de
RMN.

Interpretagdo dos varios registos e conjugagé@o da informagéo obtida, de modo a
elucidar a estrutura das varias amostras analisadas.

Confirmagao das estruturas propostas recorrendo a pesquisa de dados existentes
de literatura sobre estruturas e sua comparagéo, quando disponiveis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

Uma vez isolados os compostos, (Trabalho realizado por Annette Silva e Dra. Margarida
Bastos, Anexo 5), fez-se a ressonancia magnética nuclear as frac¢des isoladas. O
trabalho desenvolvido neste estagio comega neste ponto.
Cada registo obtido foi tratado com o programa MestreC (Anexo1). Das varias fracgbes
isoladas, nem todas correspondiam a compostos puros e como tal sé alguns registos
foram passiveis de um bom tratamento. Assim foram estudados apenas os registos que
correspondiam a compostos puros ou a amostras de dois compostos, em que um deles
fosse maioritario em relagéo ao outro (proporgdo aproximada de 1 para 3). Apés selecgéo
das amostras a caracterizar obtiveram-se os registos dos seus espectros no IV e UV.
Apés interpretacdo e conjugacdo de informagdo obtida foram propostas as seguintes
quatros estruturas para as amostras estudadas.

OCH,

OCH;
H,CO o . H;CO o
OH OH

OH OH
O O OH ©O

OCH,4

H,CO o
OCH,

OH

o)
OH HO
3 4
Fig. 3 — Estruturas identificadas ao longo do estéagio.

As amostras 1 e 2 correspondem a dois compostos no estado puro provenientes da
Blumea balsamifera (amostras Bb—-102/115 e Bb—64/71 cristais, respectivamente). Os
respectivos dados espectrais obtidos sdo compativeis com os descritos na literatura. Foi
efectuada a caracterizagdo de uma mistura de dois compostos (amostra Bb-64-71),
devendo o composto 2 ser o constituinte minoritario, enquanto que o composto maioritario
devera ser representado pela estrutura 3. O composto representado pela estrutura 4 foi
identificado de uma amostra pura de Apollonias barbujana (Amostra Ap-75).
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411 (2R, 3R)-3,5,2’ - Tridroxi - 7,4’ — dimetoxiflavona, (1)

O espectro no IV do composto 1 (Anexo 3, pag. C1), permitiu concluir que se estava
perante um composto com caracteristicas aromaticas (banda larga de estiramento de
C-C do anel aromatico a 1580 e 1464 cm’™") possuindo um grupo carbonilo conjugado
(banda de estiramento de forte intensidade a 1634 cm™) e grupo(s) hidroxilo(s) ( banda
larga de estiramento entre 3200 e 3400 cm .

A natureza fendlica do composto foi evidenciada pelo espectro no UV (Anexo 4, pag. D1)
que mostra um deslocamento batocrémico de banda de absorgdo a 324 nm para 348 nm,
ap6s a adicao de uma solugdao metanédlica de NaOH.

O espectro de RMN '3C (Fig. 5b, pag. 11) sugeria que o composto deveria possuir 17
a4tomos de carbono. Revela claramente a existéncia de um carbono carbonilico
(8195,917) e dois nicleos benzénicos: doze sinais de carbonos aromaticos entre 5170 e
594. Adicionalmente é possivel detectar a presenca de dois carbonos metoxilicos
(855,026 e 555,831) e de outros dois carbonos oxigenados (583,224 e §72,335).

O espectro de RMN 'H (Fig.5% pag. 11 apresentava-se concordante com o do RMN 3¢,
presenca de hidrogénios aromaticos (varios sinais entre 57,20 e 56,00) integrando para
cinco hidrogénios e de dois grupos metoxilos (2 x OCHs) apresentando-se como dois
singuletos a 53,922 e 53,817, integrando cada um deles para trés hidrogénios.

Os outros sinais integram todos para um hidrogénio, permitindo deduzir a presenga de
dezasseis hidrogénios.

A existéncia de dois anéis aromaticos (2 Cg) conjuntamente com um unidade de trés
carbonos (C3), o qual inclui um carbono carbonilico, € compativel com uma estrutura
Flavénica (com esqueleto geral Cs — C3 — Cs). A presenga de dois dupletos acoplados (J =
12 Hz) a § 4,546 e 5 4,997 sugerem a presenc¢a de um derivado diidroflavonol. O valor de
12 Hz para constante de acoplamento indica um arranjo trans—axial entre o H-2 e o H-3,

como demostra a Fig. 4.

Fig. 4 — Estrutura com um arranjo trans — axial entre o H-2 e o H-3.
10/31
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A analise da expansao do espectro de RMN de 'H na regido aromatica (Fig.5a , pag.11),
revela que esses cinco protdes aparecem como um duplo dupleto (dd) e quatro dupletos
(d). A presenca de um duplo dupleto (J =8 Hz e J = 2 Hz) a § 7,03 implica a existéncia de
dois dupletos no mesmo anel aromatico, um com uma constante de acoplamento de 8 Hz
(5 6,915) e outro com uma constante de acoplamento de 2 Hz (56,504, 56,117 ou 57,147).
Estes resultados permitem deduzir o padrao de substituicdo dos dois anéis aromaticos

como sendo o representado na figura 6.

6,054 d (J=2 Hz)

(J=2 Hz)
H H

d (J=2 Hz) H 7.03dd (J=8HzeJ=2Hz)
6,915 d (J=8 Hz)

Fig. 6 — Padrao de substituicdo nos anéis aromaticos para o composto 1.

O sinal a & 11,203 s é caracteristico de um hidrogénio hidroxilico bastante desprotegido. A
presenca de um grupo carbonilo em posigao orto relativamente a um OH fendlico justifica
esse elevado valor de deslocamento quimico atribuido ao OH-5 (Fig. 4, pag.10).

Os dois singuletos largos a 83,463 e 85,719 correspondem a dois grupos hidroxilos sendo
tipicos de OH-3 e OH-fendlico, respectivamente.

Os dois metoxilos poderiam estar ambos localizados no anel B ou um no anel A e outro
no anel B. Os dados apresentados por este composto eram compativeis com um padrao
de substituicdo 3—hidroxi-4 metoxifenilo para o anel B, devendo o outro metoxilo estar
localizado em C—8, como se apresenta na figura 7.

Fig. 7 — Representacgao da localizagao do grupo metoxilo no anel B.

O composto 1 deveria ser representado pela estrutura definida na figura 8.
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Fig. 8 — Estrutura do composto 1.

Os dados espectrais do composto 1 estdo concordantes com os descritos na literatura
para o (2R, 3R)-7, 7'—dimetoxi-3, 5, 2 —triidroxiflavona [3]. Na tabela 1 apresentam-se os
dados obtidos para o composto 1 e os apresentados na literatura. As pequenas diferengas
observadas nos dados devem-se ao facto de terem sido obtidos em solventes diferentes e
equipamentos com diferentes resolucgées.

Tabela 1 — Dados espectrais de RMN de 'H e *C do composto 1.

H ou CDCl: ® du DMSO[3]® |C dc CDClL®
2 4997d (F12 Hz) 5.09d (/=12Hz) |2 83.224
3 4546d (F12Hz) 455d (J=12Hz)|3 72.335
6 6.054d (&2 H2z) 6.10m 4 195.917
8 6.117d (2 H2z) 6.10m 5 163.596
2 7.147d  (F2 Hz) 6.95m 6 95.490
5 6.915d (JS8Hz) 6.95m 7 168.815
6’ 703dd (/~8and2Hz) 695m 8 94.664
OH-3 3.463 s/ 9 162.908
OH-5 11.203 s 10 100.808
OH-3" 5.719 s/ 1 129.162
OCHj; 3.817 s 3.79s 2 113.520
OCHs 3.922 s 3.79s 3 145.907
4 147.408
5 110.568
6 119.727
OCHjs 56.026
OCHs 55.831

® - 200 e 50 MHz
® - 60 MHz
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4.1.2 3,5,3 Triidroxi — 7,4’ - dimetoxiflavona, Ombuina (2)

O espectro de RMN de 'H e °C do composto apresentavam vérias semelhangas com os
respectivos espectros do composto 1, devendo por isso ter uma estrutura do tipo
flavonoide. No entanto nao deveria ser uma Flavonona mas uma Flavona como apresenta
a Fig.9.

Fig. 9 — Estrutura genérica de uma flavona.

No espectro de RMN ®*C (Fig. 11, pag. 15 e Tabela 2, pag. 16), adicionalmente ao
carbono carbonilico (5176,029) e aos dois carbonos metoxilicos (355,968 e 655,563)
apareciam 14 carbonos entre 5165 e 590, devendo ser doze aromaticos e dois de uma
dupla ligagao.

No espectro de RMN de 'H (figura 11, pagina 15 e tabela 2, pagina 16) eram evidentes
as presengas de cinco hidrogénios aromaticos (entre 56,0 e 87,7), dois grupos metoxilos
(63,861 e 83,850) e trés grupos hidroxilos (512,448, 89,600 e 59,348). Adicionalmente,
verificava-se a auséncia de dois dupletos a 54,907 e 54,546, atribuidos no composto 1 a
H-2 e H-3, respectivamente. Tal facto comprovava que o composto 2 era derivado de
uma flavona e ndo de uma flavonona, como o composto 1.

O padréo de substituicdo do composto 2 deveria ser também semelhante ao apresentado
pelo composto 1: 5-hidroxi—7-metoxifenilo (Anel A) e 3'-hidroxi— 4'— metoxifenilo (Anel
B). O singuleto a 12,448 é caracteristico de grupo OH-5, devendo o singuleto largo a
59,600 ser atribuido ao grupo OH-3'. O terceiro grupo hidroxilo (59,348, s) devera ser
atribuido ao OH-3.

O composto 2 deveria ser representado pela estrutura evidenciada na Fig. 10.

OCH;

H,CO o
OH

OH
oH O

Fig. 10 — Estrutura do composto 2.
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Os dados espectrais de RMN de "*C do composto 2 estéo concordantes com os descritos

na literatura para a ombuina [29]. Na tabela 2 apresenta-se a comparagéo dos dados
espectrais dos compostos 1 e 2 e onde se pode verificar a identidade entre o composto 2

e a Ombuina.

Tabela 2 — Dados espectrais de RMN de 'H e ®C do composto 1 do composto 2 e da

literatura.
2
H 54 CDCl3 8yDMSO |C 5cCDCl; | 8¢ DMSO | 8 DMSO
[3] [29]
2 4997d (J=12H2z) 5.09 2 83.224 146.704 146.7
3 4546d (/=12 Hz) 455 3 72.335 136.385 136.4
6 6.054d (J=2H2z) 6.10 4 195.917 176.029 176.0
8 6.117d (J=2H2z) 6.10 5 163.596 160.312 160.4
2 7.147d (J=2Hz) 6.95 6 95.490 97.438 974
5} 6.915d (J=8H2z) 6.95 7 168.815 164.915 164.9
6’ 703dd (/~8and2Hz) |6.95 8 94 664 91.876 91.8
3-OH 3.463 s/ 9 162.908 156.064 156.0
5-OH 11.203 s 10 100.808 103.983 104.0
3-OH | 5.719 s/ 1 129.162 123.258 123.4
-OCH; | 3.817 s 3.79 2 113.520 114.676 114.8
-OCH; | 3.922 s 3.79 3 145.907 146.138 146.2
4 147.408 149.393 149.4
5 110.568 111.701 111.7
6’ 119.727 119.747 119.8
OCH, 56.026 55.968 *
OCH; 55.831 55.563 *
OCH3-3

* - ndo apresentados

A ombuina ja foi anteriormente isolada de Ostrya japénica, Cassia laevigata e Angelonia
grandiflora [30].
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4.1.3 5,34 Triidroxi — 7,3’ — dimetoxiflavona: ombuina (2)
e 5,3 - Diidroxi — 7, 3’, 4’ - trimetoxiflavona

O espectro da amostra evidenciava a presenga de duas bandas de estiramento
caracteristico de grupo hidroxilo entre 3200 e 3500 cm™, uma banda de estiramento de
forte intensidade de grupo carbonilo conjugado a 1657 cm™ e bandas de estiramento de
grupo C=C de anel aromatico a 1619, 1588 e 1509 cm™ (Anexo C, pag.C2).

A presenga de grupo hidroxilo fendlico foi evidenciada pelo espectro no UV que
apresentava um deslocamento batocrémico da banda de absorgdo a 357 nm para
410 nm, ap6s adi¢éo de uma solugdo metanélica de NaOH.

O espectro de RMN de 'H da amostra (Fig. 12, pag. 18) sugeria a presen¢a de uma
mistura de dois compostos. Era evidente a presenga de dois grupos de sinais ao longo de
todo o espectro: um grupo de sinais de area de sensivelmente 0,4 e outro de area 1,
como era possivel observar para os sinais a 512,650 (0,4 por 1H) e 511,721 (1 por H).
A andlise de expanséo do espectro de RMN de 'H no registo entre 5 4,0 e & 3,8 (regido
dos grupos metoxilos, OCH3) mostrava a presenga de dois grupos de singuletos de
integragbes distintas:
- para o composto maioritario, assinalam-se os sinais a 5 3,890 (area de integracao
3) e 5 3,983 (area de integragdo 6), correspondendo a um e dois grupos OCHs,
respectivamente.
- enquanto que para o composto minoritario, os sinais a 5 3,878 (area de integragao
1) e 5 3,852 (area de integragao 1), correspondem a um grupo metoxilo cada.
A razdo das areas dos sinais dos grupos metoxilo e dos sinais da & 12,650 e 5 11,721,
estdo concordantes, permitindo concluir pela presenga de uma mistura de dois compostos
na proporgao 70:30, aproximadamente.

Uma analise pormenorizada ao registo permitiu concluir pela presenga de compostos de
esqueleto carbonado semelhante ao composto 2, isto &, deveriam ser derivados da
Flavona. A andalise de expanséo de espectro de RMN de 'H na regido aromatica entre &
7.9 e & 6,3 permitiu concluir pela presenga de varios hidrogénios aromaticos apresentando
o mesmo padrdo de substituicho para os dois compostos e igual ao encontrado no
composto 2. Os 5H armaticos de area 1,0 ( trés dupletos de J = 2 Hz, um dupleto de J = 8
Hz e um duplo dupleto de J = 8 e 2 Hz) sdo atribuidos ao composto maioritario. Os quatro
dupletos (J = 2 Hz, entre 36,35 e 56,55) agrupados dois a dois pela sua area foram
atribuidos aos H—6 e H-8, dos compostos maioritario € minoritario.
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Os valores de deslocamento quimico destes protdes (H-6 e H-8) eram concordantes com
uma substituicdo 5-hidroxi—7-metoxifenilo, para o anel A, como foi apresentado para os
compostos 1 e 2. Os restantes dois metoxilos do composto maioritario deverdo ser os
substituintes do anel B (3’, 4'-dimetoxifenilo), enquanto que o composto minoritario
deveria ter um padrao de substituicdo 3'-hidroxi~4'-metoxifenilo para 0 mesmo anel.

A mistura representada pela amostra Bb 64/71, deveria ser constituida pelos compostos

representados na figura 13.

OCH;,4 OCH,
H,CO. O H,CO O.
OH OCH,
OH OH
OH O OH ©O
2 3
Composto minoritario Composto maioritario

Fig. 13 — Representacdo dos compostos presentes na mistura, Bb64-71.

O composto minoritario desta mistura corresponde ao composto 2, identificado
previamente de uma amostra pura (Bb 64/71 Cristais). A diferenga nos valores do
deslocamento quimico de RMN de 'H observados para o composto 2 nas duas amostras
deve-se ao facto de os espectros de RMN de 'H terem sido obtidos em solventes
diferentes.

Os dados do composto maioritario sdo compativeis com a estrutura 3.

Este composto ja foi descrito em varias plantas do género Alnus, Bétula, Ostrya e

Aesculus [30].
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4.2 PARTEB:
4.2.1 Composto 4

O espectro no IV do composto 4 (Anexo 3, pag. 3), evidenciava uma banda larga de absorgao
de estiramento caracteristico do grupo hidroxilo entre 3200 e 3400 cm” e varias bandas de
estiramento de ligagdo C — H em carbonos saturados entre 2960 e 2840 cm”. O composto
seria essencialmente alifatico, sendo evidente a auséncia de quaisquer bandas atribuidas aos
anéis aromaticos, como observado nos compostos 1 e 2.

O espectro de RMN de 'H (Fig. 15, pag. 21), apresentava-se como um aglomerado de sinais
localizados maioritariamente entre 5 2,5 e 0,5, e verificava-se a auséncia de sinais entre 6,0
e § 8,0, confirmando a natureza alifatica do composto. A informagéo estrutural retirada a partir
deste espectro era limitada. Foi necessario recorrer aos espectros de RMN de 3C nas suas
varias técnicas (BB e DEPT), para poder caracterizar o composto 4.

O espectro de RMN de C BB (Fig. 16, pag. 22), mostrava a presenca de 30 atomos de
carbono. A andlise aos valores de deslocamento quimico desses carbonos detectou a
existéncia de uma dupla ligacdo C-C (5 140,71 e & 121,70), e um atomo de carbono
directamente ligado a um grupo hidroxilo, C-OH (5 71,75), concordante com a informacéo
retirada do espectro no IV.

Informagbées adicionais relativamente ao tipo de atomos de carbono (CHs, CHz, CH, C
quaternario) foram obtidos através dos registos de RMN de 13C pelas técnicas de DEPT (135° e
90°). O espectro de RMN de *C DEPT 90° (Fig. 16, pag. 22), apresentando apenas os sinais
de atomos de carbono directamente ligados a um atomo de hidrogénio (—CH), mostrou a
presenga de 9 CH na estrutura do composto 4. O espectro de RMN de 3C DEPT 135°
(Fig. 16 b, pag. 22) apresentava na totalidade 27 sinais. Este registo ndo apresenta os sinais
dos atomos de carbono quaternarios, (ndo directamente ligados a atomos de hidrogénio) e
apresenta como sinais negativos os —CH; (9 CH2) e positivos (~CH3 e —CH). A conjugagéo do
numero de sinais observados nos varios espectros de RMN de 3C permitiu concluir que
adicionaimente aos 9 CH, 3 C quaternarios e 12 CHa, a estrutura do composto 4 incluia 6 CHs.
O panorama apresentado pelos registos de RMN de 3C sugeriam a presenga de uma estrutura
do tipo esterdide, possuindo o nicleo do ciclo pentanoperidrofenantereno com uma cadeia
lateral perfazendo a totalidade de 30 carbonos.

Fig. 14 — Estrutura genérica de um esterdide
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Este nucleo deveria incluir ainda um grupo hidroxilo e uma dupla ligagéo.
Os dados espectrais do composto 4 apresentavam uma elevada concordancia com o

composto 5 (B - sitosterol) representado na figura 17.

5

Fig. 17 — Estrutura do B -sitosterol (composto 5) [31]

A comparagao dos dados de RMN de *C para o composto 4 e 5 apresentam-se na tabela 3.

Tabela 3 — Dados de RMN '*C do composto 4 do composto 5 da literatura [31].

5 [31] 4
Cc 8¢ multiplicidade C S¢ multiplicidade
5 140,71 Cq 5 140,704 Cq
6 121,63 CH 6 121,693 CH
3 71,73 CH 3 71,750 CH
14 56,75 CH 14 56,711 CH
17 56,02 CH 17 55,985 CH
9 51,13 CH 9 50,063 CH
24 45,82 CH 24 45,758 CH
13 42,37 Cq 13 42,266 Cq
4 42,20 CH, 4 42,241 CH,
12 39,79 CH;, 12 39,719 CH,
1 37,33 CH, 1 37,204 CH,
10 36,43 Cq 10 36,458 Cq
20 36,07 CH 20 36,114 CH
22 33,95 CH, 22 33,878 CH;,
7 31,96 CH, 7 31,876 CH,
8 31,81 CH 8 31,855 CH
2 31,63 CH, 2 31,597 CH,
27 29,696 CH,
25 29,15 CH 25 29,064 CH
16 28,25 CH, 16 28,226 CH,
23 26,10 CH, 23 25,964 CH,
15 24,15 CH;, 15 24,272 CH,
29 23,13 CH; 29 23,003 CH,
11 21,09 CH, 11 21,042 CH,
26 19,77 CH;, 26 19,809 CH;,
19 19,46 CH; 19 19,376 CH;,
28 19,21 CH, 28 18,991 CH;
21 18,68 CH; 21 18,747 CH;
18 11,84 CH;, 18 11,952 CH,
27 11,04 CH; 30 11,829 CH;
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O composto 4 apresentava mais um atomo de carbono —CH. (629,696) em relagcdo ao
composto 5. Este carbono deveria estar localizado na cadeia lateral, dada a elevada
concordancia dos valores de deslocamento  quimico do nicleo do
ciclopentanoperidrofenadreno (C-1 a C-19) nos dois compostos. Os restantes valores de
deslocamento quimico do composto 4 sao compativeis com a cadeia lateral que se apresenta

na figura 18.

28

21
20 722 23 24 25 726
27

Fig. 18 — Estrutura da cadeia lateral.

Para a caracterizagdo definitiva deste composto dever-se-iam efectuar outros espectros,

nomeadamente RMN’s bidimensionais e espectro de massa.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

A espécie Blumea balsamifera DC, estudada neste trabalho, foi colhida em 1998 na Tailandia.
O extracto cloroférmico foi fornecido pelo Prof. Doutor Anake Kijjoa (Instituto de Ciéncias
Biomédicas Abel Salazar). O fraccionamento por cromatografia em coluna e o isolamento e
purificacdo dos constituintes foi realizado por Annette Silva, durante o seu estagio de
PRODERP, realizado entre Julho e Dezembro de 1999, sob a supervisdo de Prof. Prof. Dra.
Margarida Bastos (FEUP) e Eng. José Manuel Teixeira (PARALAB)

A espécie Apollonias barbujana, estudada neste trabalho foi colhida na llha da Madeira. O
extracto foi fornecido pelo Prof. Anake Kijjoa (Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar).
O fraccionamento por cromatografia em coluna e o isolamento e purificagdo dos constituintes
foi realizado pela Prof. Dra. Margarida Bastos (FEUP).

5.1. INSTRUMENTOQS E MATERIAL UTILIZADO

As amostras de Blumea balsamifera e de Apollonias barbujana a caracterizar tiveram como
designagao original Bb—64/71 cristais, Bb—64/71 , Bb—102/115 e Ap-75, respectivamente, e
eram provenientes dos procedimentos de extrac¢ao, isolamento e purificagdo anteriormente
mencionados.

e As pesagens foram efectuadas em balanga METLER AE163

e Os solventes para os registos de UV foram da marca MERCK com grau de pureza
“pré — analise”.

e Os solventes para espectros de RMN foram cloroférmio deuterado (CDCls) e
dimetilsulféxido (DMSO-Dg), (Uvasol, MERCK) com grau de deuteragdo superior a
99,0%.

e O material de dispersdo para os espectros no IV foi o brometo de potassio (Uvasol,
MERCK).

o Os espectros no UV foram registados em aparelho Shimadzu UV/Visivel modelo 265.

e Os espectros no IV foram registados em aparelho Bomem modelo MB104.

e Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho Brucker Pulse NMR modelo
Spectrometer C x P.

25/31



5.2. OBTENCAO DQS ESPECTROS

5.2.1. RMN

A - Preparagao das amostras de RMN
Para a obtencdo dos registos de RMN foi necessario dispensar uma particular atengéo na
limpeza dos tubos de RMN e no filtro de algodao utilizado para a filtragdo da amostra. Os
tubos de RMN (didmetro 0,5 mm) foram lavados com agua e detergente (Dextran, MERCK).
Apés remogdo do detergente com agua corrente foram passados varias vezes por agua
destilada, metanol, acetona, diclorometano e por hexano. Foram posteriormente secos a
120° C durante 48 horas.
Apods pesagem da amostra em estudo, entre 3 e 10 mg, foi-lhe adicionado 0,5 ml de solvente
deuterado. Para dissolver completamente a amostra aqueceu-se ligeiramente e/ou utilizou-se
adicionalmente mais 0,5 ml de solvente.
A amostra dissolvida, total ou parcialmente, foi filtrada por filtro de algodéo directamente para
tubo de RMN.
O filtro de algodao foi preparado do seguinte modo:
- introduziu-se um pouco de algodao hidréfilo numa pipeta de Pasteur e compactou-se com
auxilio de outra pipeta;
- lavou-se esse filtro de algoddao com varios solventes de diferentes polaridades (hexano,
diclorometano, acetona e metanol) para remogéo de possiveis impurezas;
- foi seco a 120°C durante varios dias.

B — Aquisi¢cao do espectro

A aquisicéo dos espectros de RMN foi efectuada num espectrofotdmetro da marca BRUCKER
Pulse NMR — Modelo Spectrometer CxP (200MHz para 'H e 50,3 para '*C) sob a forma de
FID (Free Indication Decay) de acordo com os programas adequados.

Os espectros de RMN adquiridos variaram quanto ao nucleo analisado e quanto as técnicas.
Assim, relativamente ao nicleo 'H foi adquirido apenas o espectro normal de RMN de protdo
trabalhando a frequéncia de 200 MHz. Para a andlise do nicleo "*C foram adquiridos o
espectro normal de '3C, também designado por RMN de *C BB (“Broad Band decoupling”,
isto € com desacoplamento de banda larga por ruido modulador) e o espectro de DEPT
(“Distortionless Enhancement by Polarization Transfer’) trabalhando & frequéncia de
50,3 MHz.

A aquisicdo dos espectros num aparelho de RMN tem de ser efectuada por um técnico
especializado, tendo em consideragdo o elevado custo deste tipo de equipamento. Foi
efectuada pela Prof. Prof. Dra. Margarida Bastos no unico equipamento existente na
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Universidade do Porto, pertencente a cinco grupos desta Universidade, entre eles o
Departamento de Engenharia Quimica da FEUP, mas localizado no Departamento de Quimica
da FCUP.

C - Tratamento dos espectros (MestreC)

O tratamento dos espectros foi feito usando o programa informatico MestreC (verséo 2.3,
disponibilizado no endereco http://gobrue.usc.es em Outubro de 2000) desenvolvido para a
andlise de registos de RMN. Como ainda se encontra em desenvolvimento o seu uso €
envolto de um certo trabalho de adaptacéo e aprendizagem continuas. No entanto a sua ajuda
é preciosa na obtengdo de registos, ndo sendo necessario continuar a utilizagdo do
equipamento de RMN apés a aquisigdo dos dados sob a forma de FID. Assim uma vez obtido
o espectro FID este é gravado para uma disquete e através deste programa podemos
trabalhar a partir de um computador pessoal.

Por nao ser muito conhecido néo estao disponiveis informagdes sobre 0 mesmo, como tal foi
desenvolvido um manual durante este estagio para ajudar ao seu uso. Esse manual encontra-

se em anexo (Anexo 1).

52.2. IV

A - Preparacao das amostras

Cerca de 1 mg da amostra em estudo foi misturada homogeneamente com 100mg de brometo
de potassio, em almofariz de agata.

A mistura homogénea foi acondicionada adequadamente no pastilhador, sendo este colocado
na prensa. A mistura foi submetida a um aumento lento de pressao, permanecendo durante 30
segundos a uma pressao de 5 toneladas/m? e 10 segundos a 10 toneladas/m? (confirmar
valores no aparelho) Ap6s este periodo de tempo, foi efectuada a descompresséo lenta até se

atingir a pressao atmosférica.

B - Aquisicao dos espectros
Os espectros no IV das amostras em estudo foram obtidos em disco de Brometo de Potassio
em aparelho Bomem modelo MB104.

5.23.U

A - Preparagao das amostras
Os espectros no UV das amostras em estudo foram obtidas em solugdo metandlica. Os
registos foram obtidos em solugdes cuja absorvancia maxima era inferior a 2 unidades.
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Preparou-se inicialmente uma solugédo contendo cerca de 1 mg da amostra em estudo em 25

ml de metanol. Quando necessario efectuaram-se diluigées.

B — Obtencao dos registos
Os espectros no UV foram obtidos utilizando um espectrofotometro Shimadzu modelo 265,

usando como célula de referéncia (branco) o metanol.
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CONCLUSAQ

Este estagio permitiu usar varios aparelhos nomeadamente o RMN, o IV e o UV bem como os
programas necessarios para analisar os registos, nomeadamente o MestreC para os de RMN.
Com estes meios técnicos e com a ajuda de alguns artigos bibliograficos, foi possivel chegar
as estruturas dos compostos isolados, identificando assim quatro compostos de duas plantas
em estudo.

O grande sucesso deste estagio fica marcado pela publicagéo e apresentagdo em congresso

na CHEMPOR'01 dos resultados obtidos neste PRODEP, sob o titulo” EXTRACGCAO E
CARACTERIZAGAO DE FLAVONOIDES NA Blumea balsamifera” , pag. 1049 - 1056.
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ANEXO 1 (MESTREC)



COMO FAZER TRATAMENTO DO FID DE ESPECTROS RMN

1° - Obter o programa MestreC 2.3 (versédo 2.3)
O programa MestreC pode ser obtido via www, através da morada
http://qobrue.usc.es
uma vez na pagina desejada:
a) —clicar DOWNLOAD
b) - clicar DOWNLOAD NOW your copy of MestreC 2.3

RMN 'H

2° - Abrir o programa;
3° - Fazer open;
4° - Escolher o espectro e abrir;
5° - Clicar em zero filling e seleccionar:
namero de pontos = 1048576
6° - Clicar em apodize e seleccionar:
LB=0
7° - Clicar em FT e fazer OK;
8° - Clicar em view e retirar a opgao dual display (opcional);
9° - Clicar em zoom e ampliar a zona dos sinais mais préximos de 0 ppm;
10° - Clicar em phase correction;

a) Colocar o pivot sobre o sinal mais a direita, isto &, o sinal mais proximo
de 0 ppm, (normalmente escolhe-se um singuleto com intensidade
razoavel);

b) Com o botdo de ordem zero acertar a base do sinal de modo a que este
fique o mais simétrico possivel;

c) Sem movimentar o pivot, fazer andar o espectro para o fim da escala de
ppm e usando o botdo de ordem um acertar a base do sinal mais a
esquerda, de modo a que este fique o mais simétrico possivel;

11° - Clicar em full;
(Nota: mesmo quando queremos ver o espectro inteiro devemos ampliar o
mais possivel. O inicio e o fim da escala que n&o contém sinais podem ser
cortados);
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12° - Clicar em base line correction;
a) seleccionar multipoints baseline correction;
b) clicar nos extremos da base de cada pico de modo a que no final a linha
de base esteja 0 mais horizontal possivel;
(Nota: pode-se fazer a correcgdo da linha de base varias vezes
consecutivas, a fim de se obter a melhor possivel).
13° - Clicar em zoom e ampliar o sinal do solvente*;
TIFICAR O SINAL D VENTE?
*Dimetilsulfoxido = quintupleto = 2.5 ppm
*Cloroférmio = singuleto = 7.2 ppm
14° - Clicar em reference,
a) clicar no meio do sinal;
b) escolher o solvente usado, nunca esquecendo que estamos a analisar
um espectro RMN 'H;
¢) clicar em OK;
15° - Sem retirar o zoom andar ao longo da escala e escolher um sinal bem
definido, por exemplo um
dupleto. Esse sinal sera a unidade, logo é importante uma boa escolha;
16° - Clicar em tools e seleccionar integration;
a) clicar num extremo da base desse sinal e arrastar o cursor até ao outro
extremo;
b) fazer o mesmo procedimento de a) para todos os sinais do espectro;
¢) no fim clicar em tools, seleccionar integration e em seguida integral
options e:
1) em font escolher tamanho de letra 4;
2) valores por baixo de espectro;
3) aproximar o mais possivel o0 sinal de integra¢ao da linha de base
do espectro;
4) retirar a curva do integral pois enche muito o espectro final;
17° - Sem retirar o zoom e comegando pelo pico mais a esquerda:
a) Clicar em tools;
b) Clicar em peak piking;
c) Clicar options;
d) Clicar show peak piking on the screen;



e) Clicar novamente em peak piking;

f) Clicar novamente em options;

g) Clicar em font e seleccionar tamanho de letra 4;

h) Clicar peak by peak;

i) Clicar sobre todos os picos;
18° - Imprimir.
Sempre que se queira saber qual a constante de acoplamento de um
determinado sinal fazer:
18° - Clicar em measure coupling constantes:
Clicar uma vez sobre um pico e depois sobre o outro pico do sinal para o qual
queremos saber a constante de acoplamento. A constante aparece num quadro
e colocando o cursor sobre esse valor sem clicar vemos o esquema de
acoplamento. Como ndo ha maneira de imprimir estes dados (dai esta
operacéo aparecer depois da impresséo) eles tém de ser registados numa folha
a parte (normalmente faz-se uma lista com os varios deslocamentos quimicos

(3), integragdo, multiplicidade e constante de acoplamento(J)).



RMN 3C

2° - Abrir o programa;
3° - Fazer open;
4° - Escolher o espectro e abrir;
5° - Clicar em zero filling e seleccionar:
numero de pontos = 1048576
6° - Clicar em apodize e seleccionar:
LB=2-3
7° - Clicar em FT e fazer OK;
8° - Clicar em view e retirar a op¢éo dual display (opcional);
9° - Clicar em zoom e ampliar a zona dos sinais mais préximos de O ppm;
10° - Clicar em phase correction;

d) Colocar o pivot sobre o sinal mais a direita, isto &, o sinal mais préximo
de 0 ppm, (normalmente escolhe-se um singuleto com intensidade
razoavel);

e) Com o botdo de ordem zero acertar a base do sinal de modo a que este
fique o mais simétrico possivel;

f) Sem movimentar o pivot, fazer andar o espectro para o fim da escala de
ppm e usando o botdo de ordem um acertar a base do sinal mais a
esquerda, de modo a que este fique o mais simétrico possivel;

11° - Clicar em full;
(Nota: mesmo quando queremos ver o espectro inteiro devemos ampliar o
mais possivel. O inicio e o fim da escala que nao contém sinais podem ser
cortados);
13° - Clicar em zoom e ampliar o sinal do solvente*;
*COMO IDENTIFICAR O SINAL DO SOLVENTE?
*Dimetilsulfoxido = septupleto
*Cloroférmio = tripleto
14° - Clicar em reference;

d) clicar no meio do sinal;

e) escolher o solvente usado, nunca esquecendo que estamos a analisar
um espectro RMN '3C;
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f) clicar em OK;
17° - Sem retirar o zoom e comegando pelo pico mais a esquerda fazer:
j) Clicar em tools;
k) Clicar em peak piking;
I) Clicar options;
m) Clicar show peak piking on the screen;
n) Clicar novamente em peak piking;
o) Clicar novamente em options;
p) Clicar em font e seleccionar tamanho de letra 4;
q) Clicar peak by peak;
r) Clicar sobre todos os picos;
18° - Imprimir.
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ANEX0 2 — REGISTOS RMN
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Espectro RMN 13C do composto 1 em cloroférmio deuterado
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Espectro RMN 1H do composto 2 em dimetilsulféxido deuterado
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Espectro RMN 13C do composto 2 em dimetilsulféxido deuterado
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Espectro RMN 1H do Composto 4 obtido em mistura de cloroférmio deuterado
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ANEXO 3 — REGISTOS [V



File # 1 : BASELINE Mode = 1 (Near-IR)

Sample Description:  Composto 1

Scans =32 Res =4 cm-1 20 scans/min Apod = Cosine
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Flle#1 BASELINE Mode = 1 (Near-IR)
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ANEX0 4 — REGISTOS UV



Composto 1

}.maxMeOH XmaxMSOH+NaOH )\‘maxMeOH*'AICI3 lm@(MQOH+NC|3+.HCI
nm, (log ¢€) nm, (log ¢) nm, (log €) nm, (log )

1 1 [3] 1 1[3] 1 1[3] 1 1[3]
206 1 205(4,81) |[211,2 206,4 | 206(4,92) 206,2 | 206(4,91)
215,4 | 216sh(4,68)

229,8 | 230sh(4,57) | 288,8 2894 | 225(4,70) 2240 | 225(4,68)
288,6 | 287(4,49) 287sh(4,11) | 289,8 | 287sh(4,22)
324 | 327sh(3,76) | 348 318,2 | 315(4,57) 313,8 | 312(4,50)
382,2 | 384(3,92) 382,2 | 384(3,89)
Composto 2
meeOH Xma,(MeOH+NaOH )\‘maxMeOH+A!CI3 ;\'méxMeOH+AICI3+HCI
nm, (log ¢) nm, (log ¢) nm, (log ) nm, (log )

2 2 2 2
207,0 207,0 207,0 208,0
2550 264,0 266,5 265,5
269,0 399,5 4255 4255
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1. ABSTRACT

Extraction of aerial parts of Blumea balsamifera was carried out in order to obtain compounds
for bioassays which could explain its use as medicinal plant. We now describe the isolation
and structural elucidation, by spectroscopic methods (UV, IV, RMN), of two flavonoids (2R,
3R)-7,7"-dimethoxy-3,5,2 -trihydroxiflavanone (1), and ombuine (2).

2. INTRODUCTION

Blumea balsamifera DC (Compositae) has been reported for its use in the Chinese and Thai
systems of traditional medicine. Preparations of this plant have been used as carminative,
mild stimulant, vermifuge, preventive medicament, abortifacient and as topical application for
septic ulcers in the ancient Chinese medicine. In Thailand, the dried leaves are cut into small
pieces and smoked as a cigarette to relieve sinusitis pain. An infusion of the leaves is used as
stomachic, carminative, diaphoretic, expectorant and emmenagogue. A decoction from the
fresh leaves alone or in combination with other plants is used as bath for women after giving
birth [1, 2]. -

The phytochemistry of Blumea has been of great interest. Following initial studies on the
essential oil, aliphatic hydrocarbons, monoterpenes, sesquiterpenes, triterpenes and steroids,
some polyacetylene and thiophene derivatives, several coumarins and flavonoids have been

isolated from Blumea species [3-18].

The biological activities of flavoniods are well recognized. Venorunon® and Legalon® are
examples of flavonoids used in the treatment of some cardiovascular diseases and hepatic
lesions. Flavonoids have been reported to possess other activities such as antitumoral, anti-
inflammatory, anti-allergic, antioxidant and antiviral [19-22].

The aim of this study was to isolate and elucidate the chemical structure of compounds from
extracts of B. balsamifera that could explain the therapeutical use of this plant in traditional

medicine.
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3. MATERIALS AND METHODS

3.1 Chemicals

Silica gel for column chromatography was 60 (0.2-0.5mm, Merck) and for thin layer
chromatography (TLC) was G-60 Fa4s (Merck). All other common reagents were pro
analytical grade from commercial sources.

3.2 Extraction and Purification

B. balsamifera DC were collected in Thailand in 1998. Dried and powdered aerial parts (2
Kg) were percolated with CHCl;. The chloroform extract was concentrated under reduced
pressure to give a crude extract (25,4g) which was suspended in ethanol (160 mL). The
ethanol solution was treated with 160 m! of 4% aqueous lead acetate solution and was
allowed to stand for three days in a dark chamber. The suspension was then filtered and the
filtrate was concentrated and extracted with CHCl3 (4x50mL). The combined chloroform
solution were dried (anhydrous Na;SOy), evaporated to yield a brown syrupy mass (8.6g)
which was chromatographed over silica gel (200 g). Mixtures of hexane, dichloromethane,
acetone and methanol were used as eluents and 250 mL 