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Resumo

O medronheiro, Arbutus wunedo 1., é uma planta caracteristica do matorral
montanhoso e bosques do Mediterraneo e da Europa meridional, existindo também em
Africa e na Australia. Em Portugal encontra-se especialmente nas regides costeiras mais
quentes, com uma maior incidéncia no Algarve.

O fruto - o medronho - possui a forma de baga, rugosa e avermelhada na
maturagdo. Apesar de visualmente apelativo, aromatico e doce, o fruto é “um pouco
narcotico”. A designagao latina desta planta da familia das Ericaceas, Arbutus unedo, em que
unedo = wunum tantum edo significa “eu como s6 um” ¢, provavelmente, indicativa do
conhecimento ancestral dos sintomas de mal-estar associados a ingestdo de uma maior

quantidade de frutos.

A presente dissertacao inclui o estudo de metabolitos secundarios do medronho, o
fruto da planta Arbutus unedo L.. O objectivo deste trabalho consiste em aprofundar o
conhecimento da sua composi¢ao quimica e averiguar a existéncia de moléculas cuja

actividade biologica possa ser associada ao efeito de mal-estar.

A dissertagdo apresenta na introduc¢ao a descri¢io do fruto, incluindo-se nesta os
aspectos botanicos e as suas utilizacGes. Referem-se igualmente os fenémenos mais decisivos
e influenciadores da quimica dos frutos em geral. Em seguida abordam-se, sumariamente, os
metabolitos secundarios mais associados a quimica dos frutos, incluindo-se uma breve revisio
dos métodos de isolamento e identificacio.

Utilizando a cromatografia gas-liquido de alta resolu¢io (HRGC) e a sua associagao
a espectrometria de massa (GC-MS) e, executando posteriormente a compara¢ao com
amostras auténticas, foi possivel identificar 70 compostos de pequena massa molecular e
baixo ponto de ebuli¢io (volateis), 30 ésteres de acidos carboxilicos de cadeia carbonada
longa, 9 hidrocarbonetos, acidos carboxilicos e cetonas de cadeia comprida, 14 compostos
triterpénicos, incluindo triterpenos pentaciclicos e tetraciclicos e, ainda, 9 novos produtos
naturais: duas séries de ésteres longos em Cq, Cy, C,, Cye Cy,, Cyy, Cy5, Cyq, Cy dos acidos

octanoico e decandico respectivamente.



Foram também isolados e identificados, com base nos dados cromatograficos,
espectroscopicos e constantes fisicas, 7 compostos triterpénicos, sendo o diol pentaciclico
olean-12-en-3f3,23-diol, um produto natural novo. Os restantes triterpenéides isolados foram
a oi-amirina, a B-amitina, o lupeol, o 4cido ursélico, o acido oleandlico e o B-sitosterol.

Com excep¢ao do acido ursélico e lupeol, todos os restantes compostos foram
identificados pela primeira vez no medronho.

Foram ainda postuladas 35 estruturas.

Por ser um fruto edivel, efectuou-se igualmente a sua analise bromatologica.

O dltimo capitulo da tese descreve a actividade biolégica mais significativa dos

compostos identificados.



Abstract

Strawberry tree, Arbutus wunedo 1. is a typical shrub, which can be found in
Mediterranean and South Europe matorral highlands and forests. It also exists in Africa and
Australia. In Portugal, it can be found in coastal areas, especially in the Algarve. The plant
belongs to the Ericaceae family.

The fruit is a pulpy, wrinkled, red berry in maturescence. Although the fruit is
beautiful, aromatic and sweet it is not consumed in a large scale, being considered “a little
bit narcotic”.

The Latin name, Arbutus unedo (unedo means “I eat only one”) seems to indicate an

ancestral knowledge of the psychotropic side effects associated to the ingestion of fruits.

This dissertation presents the study of secondary metabolites of Arbutus unedo 1.
fruits. The main purpose of this work is to make a serious study of its chemical composition
and to screen molecules with biological activity that would be associated with the known

side effects.

The thesis has an introductory chapter, which deals with the description of the
fruit including the botanical aspects and its main uses. The chemistry of the fruits during the
most decisive stages of their development cycle is also included. At the end of this chapter a
report on the secondary metabolites related to the chemistry of the fruits is presented,

including a brief review of the isolation and identification methods.

For identification purposes high-resolution gas-liquid chromatography (HRGC)
and its hyphenation with mass spectrometry (GC-MS) was used; further the comparison
with authentic samples allowed the identification of 70 compounds of small molecular mass
and low boiling point (volatiles), 30 long chain esters of carboxylic acids, 9 hydrocarbons,
carboxylic acids and long chain ketones, 14 triterpenic compounds, including pentacyclic
and tetracyclic triterpenes structures and also 9 new natural products: two series of long
esters in Cyq, Cpo, C,, C,, and C,,, C,,, C;5, Cig, Cy of the octanoic and decanoic acids,

respectively.



Also 7 triterpenic compounds have been isolated and identified by examination of
the chromatographic and spectroscopic data and comparison of physical constants. A new
pentacyclic triterpenic diol, olean-12-en-3f3,23-diol, has been identified. It is a new natural
product. oi-amyrin, B-amyrin, lupeol, B-sitosterol, ursolic acid and oleanolic acid were the
other isolated triterpenoids.

With the exception of ursolic acid and lupeol, all the other compounds are
described for the first time in the strawberry tree fruits.

This thesis also includes 35 postulated structures.

Being an edible fruit, its chemical food analysis was also performed.

Finally, the last chapter of the thesis describes the most significant biological

activity of the identified structures.



Résumé

L’arbousier, Arbutus wunedo L., est une plante caractéristique de la brousse
montagneuse, des bois méditerranée et de 'Europe méridionale. Il se trouve aussi en
Afrique et en Australie. Au Portugal on le trouve spécialement dans les régions coticres plus
chaudes, en plus grand nombre en Algarve.

Le fruit — 'arbouse — a la forme de baie froissé et rouge pendant sa maturation.
Malgré sa bonne apparence, son ardme, sa douceut, le fruit est "un peu narcotique". La
désignation latine de cette plante, de la famille des Ericacées, Arbutus unedo, ou wunedo =
unum Zantum edo signifie "je n’en mange qu’un" est certainement I'indice de 'ancien savoir
sur les symptomes de douleur physique associé, a I'ingestion d’une plus grande quantité du

fruit.

Cette dissertation inclue I’étude des métabolismes secondaires de atbouse, le fruit
de la plante Arbutus unedo L.. 1.’objectif de ce travail a été d’approfondir la connaissance de
sa composition chimique et d’investiguer 'existence des molécules qui pourraient avoir une

activité biologique associée a ces souffrances physiques.

La dissertation donne une introduction a la description du fruit, comportant dans
cette description les aspects botaniques et leurs utilisations. On aborde aussi les
phénomenes plus décisifs et influents dans la chimie des fruits en général. Les métabolismes
secondaires sont aussi abordés de forme résumée, mais associés a la chimie des fruits,
compris une breve révision des méthodes de 'isolement et de 'identification.

En utilisant la chromatographie en phase gazeuse de haute résolution (HRGC) et
de couplage a la spectrométrie de masse (GC-MS) et, postérieurement exécutant la
comparution avec les échantillon authentiques, il a été possible d’identifier 70 composés de
basse moléculaire et le bas point d’ébullition (volatiles), 30 esters d’acides carboxyliques de
longue chaine carbonée, 9 hydrocarbures, des acides carboxyliques et des cétones de longe
chaine, 14 composés triterpéniques, compris des triterpenes pentacycliques et tétracycliques
et encore 9 nouveaux produits naturels: deux séries d’esters longues en Cq, C,y, C,, C,, et

Cp, Ciyy Cipy Cig, €y des acides octanoique et décanoique respectivement. 11 a été aussi
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isolés et identifiés, ayant comme base les donnés chromatographiques, spectroscopiques et
des constantes physiques, 7 composés triterpéniques, soient la diol pentacyclique, olean-12-
en-3f3,23-diol, un nouveau produit naturel. Les restants triterpénoides isolés ont été la o-
amyrine, la B-amyrine, le lupéol, Iacide ursolique, ’acide oleanolique et le B-sitostérol. A
l'exception de l'acide ursolique et lupeol, tous les autres composés ont été identifiés pour la
premicre fois dans I'arbouse.

35 structures ont aussi été postulées.

Du fait d'étre un fruit edible, son analyse bromatologique a également été faite.

Le dernier chapitre de la these décrit Iactivité biologique plus significative des

composés identifiés.
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Simbologia e Abreviaturas

Por nio existitem normas e¢/ou homogeneidade de critérios em relagdo a utilizagio,
em portugues, de siglas e abreviaturas correntemente utilizadas em quimica (especialmente
nas areas da cromatografia e espectroscopia), utilizei no decorrer desta dissertagdao, a

terminologia anglo-saxonica, a mais utilizada e reconhecida internacionalmente.

0 ercentage

% rcentagem

[M'] iao molecular

13 13 . . A . L.
C-NMR ““C Nuclear Magnetic Resonance”, espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear de carbono-13

"H-NMR “"H Nuclear Magnetic Resonance”, espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de protio

2D-NMR “Bidimensional Nuclear Magnetic Resonance”, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear bidimensional

ac. Acidificar

ATA Acido Indol-3-acético

alc. Alcalinizar

APCI “Atmospheric - Pressure  Chemical lonization”, ionizagdo quimica a pressio
atmosférica

atm atmosfera

¢ cis

CAD “Collisional Activated Decomposition”, decomposi¢ao por colisao activada

CC cromatografia em coluna

CD “Circular Dicroism”, dicroismo circular

CI “Chemical lonization”, ioniza¢ao quimica

Co. companhia

CPC “Centrifugal Partition Chromatography”, cromatografia de partilha centrifuga

CZE “Capillary Zone Electrophoresis”, electroforese capilar

) desvio quimico expresso em ppm
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d.i.

DB_lTl\T
DB-17HT™
DB_STIVT
DCCC

d;
DHT
EI
EIMS

ELSD
ESI
Et

ext.

FC

FID

fig.
FTICRMS

FTIR

GC ou GLC
GC-MS

HMDS

HPLC
HRGC

ze.

Ip
Inc.

IR

diametro interno

fase ligada de 100% dimetilpolisiloxano (] & W)

fase ligada de 50% fenil, 50% dimetilpolisiloxano (J & W)
fase ligada de 5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano (J & W)

“Drop Counter-Current Chromatography”, cromatografia de contra-corrente de
gota

espessura de filme
“Double Hidrogen Transfer”, transferéncia dupla de hidrogénio
“Electron Impact”, impacto electrénico

“Electron Impact Mass Spectrometry”, espectrometria de massa de impacto
electrénico

“Evaporative 1igth Scatering Detector”, detector evaporativo de dispersao de luz
“Electrospray lonization”, ionizagao electrénica de spray

grupo etilo

extraccao

“Flash Chromatography”, cromatografia sob pressao

“Flame Ionization Detector”, detector de ionizagao de chama
figura

“Fourier Transform lon Cyclotron Resolution Mass Spectrometry”, espectroscopia de
massa de resolucido de ido ciclotrio com transformada de Fourier

“Fourier  Transform  Infrared”,

transformada de Fourier

espectroscopia de infravermelho com

“Gas Chromatography”, cromatografia gas-liquido

“Gas Chromatography-Mass Spectrometry”, cromatografia gas-liquido associada a
espectrometria de massa

hexametildisilazano
“High Performance Liguid Chromatography”, cromatografia Liquida de Alta
Resolucio

“High Resolution Gas Chromatography”, cromatografia gas-liquido de alta
resolucao

isto é
Indice de retencio

“Incorporation”, sociedade

“Infrared”, espectroscopia de infravermelho



IRMS

ITD
ITMS
v

K

kPa

m/z

max.

MIM
min
MM
MRM

mRNA

MS
NMR
NP
NPD
°C

p-e

PBS
PGR
Pi
PME

“Isotope Ratio Mass Spectrometry”, espectrometria de massa de razao de isétopo
(EMRI)

“Ion Trap Detector”, detector de armadilha de iGes

“lon Trap Mass Spectrometry”, espectrometria de massa de armadilha de ides
espectroscopia de infravermelho

constante de acoplamento expressa em Hertz

Kelvin

Quilograma

Quilopascal

comprimento de onda

litro

“Lenght”, comprimento

relacio massa/carga

maximo

grupo metilo

“Multiple lon Monitoring”, monitoriza¢do multipla de ides
minuto

massa molecular
“Multiple Reaction Monitoring”, monitorizacao multipla de reac¢oes
“messenger Ribonucleic Acid”, acido ribonucleico mensageiro

“Mass Spectra”, espectromettia/ espectro de massa

“Nuclear Magnetic Resonance”, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
“Normal Phase”, fase normal

“Nitrogen-phosphorous Detector”, detector de azoto fésforo

graus centigrados

pressao

por exemplo

“Particle Beam Separator”, separador de feixe de particulas
“Plant Growth Regulators”, reguladores (hormonas) de crescimento das plantas
Padrio interno

pectinametil-esterase, enzima
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ppm partes por milhao

PS-255 fase ligada de 100% Polidimetilsiloxano

QMS “Qunadropole Mass Spectrometry”, espectrometria de massa de quadropdlo

RDA reac¢io retro-Diels-Alder

RF radiofrequéncia

RLCCC “Rotation - Locular Drop Counter - Current Chromatography”, cromatografia de
contra-corrente de gota de rotacao locular

RP “Reverse Phase”, fase reversa

SC “Side Chain”, cadeia lateral

SDE “Simultaneons Steam Destilation-Extraction”, extrac¢ao-destilagao simultaneas

SFE “Supercritical Fluid Extraction”, extrac¢ao com fluidos supercriticos

SIM “Single Lon Monitoring”, monitoriza¢ao de ido seleccionado

SPME “Solid Phase Microextraction”, micro extraccao em fase solida

SRM “Selected Reaction Monitoring”, monitorizagao de reacgao seleccionada

tanden-MS “tandem Mass Spectrometry”, espectroscopia de massa associada

TIC “Total Ion Current”, corrente ionica total

TLC “Thin-Layer Chromatography”, cromatografia em camada delgada

™ “trademark”, marca registada

TMCS trimetilclorosilano

TMS tetrametilsilano

tr trans

trr tempo de retencao relativo

u.m.a. unidade de massa atémica

uv espectroscopia de ultravioleta

V/V volume/volume

5. versus

w/w razao massa/massa
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Introducio

“Ora o fazia parar para apanbar as mais altas flores dos

medronheiros, que atirava ao chao; ora queria espreitar os ninhos”
Eca de Queités, in “Ultimas Pdginas”



J.P.Noronha, Metabolitos Secundérios do Fruto de Arbutus unedo 1..




Introducido

1.0.0 INTRODUCAO

Os frutos sao adaptagoes das plantas visando a sua auto-protec¢iao e propagagao,
efectuadas pela atrac¢do que exercem em passaros, insectos e outros animais, 0s quais
promovem a disseminacdo das sementes.' As células do mesocarpo’ acumulam grandes
quantidades de reservas efectuando-se, a0 mesmo tempo, um conjunto de reacgdes que
transformam o amido, os taninos e os acidos carboxilicos dos frutos verdes em agucares
(glucidos), alcoois, ésteres e dleos essenciais, entre outros. Simultaneamente, a expensas dos
cloroplastos, formam-se plastidios coloridos mais ou menos abundantes, dos quais
dependem a intensidade e cor dos frutos, que como ja foi referido, ajudam a promover a
atraccio de animais disseminantes, incluindo o homem.”

O crescimento dos frutos (carnosos) envolve varias fases: uma 17 fase compreende
a floragao, o desenvolvimento do ovario, e a polinizagao; a 2* fase, de divisao celular, tem
lugar depois da antesis’ e nela ocorre o desenvolvimento e expansiao do fruto, com a
disponibilizacio de carbono e de 4gua; e finalmente a 3* fase, inclui o inicio da maturacio.’

A fase da elongacao ou expansio celular (2* fase), provavelmente, a mais estudada,
devido a ser a que afecta directamente a producao e a qualidade final do fruto, ¢ muito
importante em quase todos os frutos carnosos principalmente nos que possuem um grande
conteudo de 4agua, como é o caso do medronho. A maioria dos frutos experimentam um
grande incremento no seu volume celular quando se expandem.* Durante esta fase, o fruto
actua como um consumidor (sorvedouro) e acumulador de carbono, agua e sais minerais e
outros elementos, sofrendo alteragdes importantes na sua composi¢ao quimica e fisica.

A medida que o fruto se desenvolve e se expande, deve importar carbono e dgua
e, inevitavelmente, perdera uma parte de ambos pela respiracdo e transpiracao. Além disso,
certos minerais, sobretudo o calcio e o potassio, sao igualmente importantes para o

desenvolvimento, podendo o seu transporte dentro da planta afectar a respectiva assimilacio

i Por¢io de um fruto monospérmico que se destaca do conjunto
i Tempo que decorre entre o desabrochar e o emurchecimento de uma flor.



J.P.Noronha, Metabolitos Secundérios do Fruto de Arbutus unedo 1..

por parte dos frutos. O fruto desenvolve um sistema vascular, mais ou menos extenso, a
medida que cresce, o qual o mantém em contacto com o resto da planta. O grau de
desenvolvimento dos seus vasos (xilema” e floema") pode ser também influenciado pelas
condi¢des de crescimento e pela espécie. O carbono, geralmente na forma de agucar
(sacarose) e, em menor medida, na forma de acidos organicos, chega ao fruto através do
floema, embora possa também ser assimilado directamente mediante a fotossintese do

5,6

fruto.”” O floema transporta para o fruto estes compostos em solucio e, portanto, também a

agua e os minerais dissolvidos. O xilema, também realiza um aporte complementar destes

elementos.  Demonstrou-se  que o
transporte de produtos via floema estd
principalmente determinado pelos
processos metabolicos que ocorrem dentro
do fruto,’ enquanto que o fluxo xilematico
depende dos gradientes de potencial
hidrico entre a planta e o fruto. Estes
gradientes podem estar condicionados pelo

potencial hidrico do fruto (isto ¢, pela

acumulacdo de solutos ou pela perda de

agua) e pelo estado hidrico e distribui¢do

Figura 1.0.0 Direc¢ées predominantes do do fluxo de 4gua na planta. Deste modo, a
fransporte no floema. disponibilidade de carbono, agua e
minerais do fruto dependera do equilibrio entre a contribui¢ao relativa das suas fontes e a
perda de agua e carbono do fruto.

Durante o desenvolvimento, as elevadas taxas de respira¢ao do fruto reflectem um
crescimento intenso e uma grande actividade metabdlica. A importagao e o processamento
do carbono podem necessitar de uma grande quantidade de energia, que em combinacio
com a elongagao celular, tém um grande custo respiratério para o fruto.

Em muitos frutos, o carbono transforma-se, a partitr da sacarose, noutros

compostos de armazenamento que, por sua vez, se reconvertem ou modificam durante a

ii_Conjunto dos vasos traqueanos, sistema vascular das plantas.
i~ Conjunto dos feixes crivosos, sistema vascular das plantas.
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maturagdao. Alguns frutos acumulam quantidades significativas de amido durante as
primeiras etapas do desenvolvimento, (como ocorre no tomate’ e na magi®), enquanto que
muitos outros armazenam unicamente aglcares simples, (como no caso do péssego’ ou da
uva’), ou possuem um grande contetido em 4cidos organicos.” As razdes da existéncia
destas diferencas sao até ao momento desconhecidas. A formagao do amido pode ter um
papel importante na osmorregulacio,”™' prevenindo a acumulagio de solutos
osmoticamente activos. Os frutos acumulam e concentram os solutos que lhes chegam via
floema, e normalmente sdo incapazes de voltar a exporta-los para as outras partes da planta.
A capacidade para eliminar solutos mediante a formacgdo de polimeros osmoticamente
inactivos poderia prevenir uma pressao excessiva de turgéncia do fruto.

Nos frutos, os acidos organicos podem acumular-se como sais do potassio
assimilado, ou podem actuar como intermediarios da fotossintese nos sistemas de fixacao na
auséncia de luz.” Pensa-se também que estes possam estar implicados no processo de
maturagao, actuando como agentes quelantes do célcio, ou favorecendo a degradagio da
parede celular.

O crescimento potencial de um fruto esta claramente determinado por factores
genéticos, uma vez que a componente varietal possui grande influéncia sobre a velocidade
de crescimento, o tamanho e a forma final do fruto. Alguns frutos completam a fase de
expansao mais rapidamente que outros e amadurecem 20-30 dias depois da antesis (ex.
morangos, melao, pepino), enquanto que outros (ex. citrinos, maca, banana) tardam bastante
mais (200-400 dias). A duracio da fase de expansio nio depende do tamanho final do fruto.’
A maioria dos frutos carnosos possuem um peso seco percentual similar (geralmente entre 5
e 20% do peso do fruto fresco). As curvas de crescimento dos frutos, com raras excepgoes,
descrevem curvas sigmoides. No entanto sao de esperar alteragbes no crescimento, por
influéncias ambientais do meio como a temperatura, a irradia¢ao, e o estado hidrico.” Quase
todos os frutos de determinado género e, de uma mesma espécie, se podem associar dentro
de um amplo intervalo de formas e tamanhos.

A maturacdo é a fase final de crescimento e desenvolvimento do fruto, existindo
varias hipéteses sobre o inicio desta fase de desenvolvimento dos frutos. De entre as mais
correntes podemos citar, por exemplo:

1 - O fruto alcanga o seu tamanho potencial maximo.
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2 - Reduz-se a velocidade de crescimento ou algum factor associado.

3 - Diminui a concentrag¢ao de um inibidor hipotético da maturagao.

4 - Esgota-se um hipotético promotor interno de crescimento, quica quando as
sementes alcancam a maturidade.

5 - Trata-se de um processo programado geneticamente.

De todas estas hipoteses a ultima parece ser a mais credivel. O inicio da maturacao
parece ser um processo programado geneticamente, embora as condi¢des particulares de
cada fruto modulem este fenémeno.’

Como ja foi referido, o objectivo evolutivo do fruto faz com que este tenha como
finalidade dispersar as sementes atraindo passaros, insectos e animais. A combinagao das
caracteristicas de cor, aroma, textura e gosto contribuem para ela, tornando-o atractivo a
espécies distintas, incluindo o homem. A pressao evolutiva e ecoldgica tera possivelmente
seleccionado diferentes compostos capazes de atrair estes agentes dispersadores. As
alteragoes que ocorrem durante a maturagao estio associadas, em geral, com a acumulagio
destes compostos.

O processo de maturacdo dos frutos leva a importantes reajustes no metabolismo
celular. A estrita regulacdo genética da planta, promove uma série de processos coordenados
que levam as alteragoes metabdlicas, dando lugar ao desaparecimento de determinadas
proteinas e a sintese de outras, a degradagao de glucidos de reserva, a redugao do contetdo
de acidos organicos e polifendis, mudancgas na pigmentacio, a sintese de misturas complexas
de substancias volateis caracteristicas e por ultimo ao “amolecimento” da sua textura.

A maturagao de muitos frutos caracteriza-se pelo incremento da respiragao e pela
autocatalise da producao de etileno (fito-hormona), embora outras espécies amadurecam
sem mostrar nenhuma destas caracteristicas. Sdo as distintas fito-hormonas (reguladores de
crescimento, PGR (plant growth regulators), ex. AIA - acido indolacético, GAs — giberelinas e
etileno, entre outros), que promovem o inicio e a velocidade da maturacao dos frutos.
Dependendo do seu comportamento no inicio da maturagao, os frutos, dividem-se em duas
categorias: climatéricos e nao climatéricos, segundo mostrem ou nio um incremento na

producao de etileno” e na taxa respiratoria. O etileno € a Gnica fito-hormona claramente

v Fito-hormona que coordena e regula numerosos processos de crescimento e senescéncia das plantas.
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implicada na iniciacio e continuagdo da maturagio. Enquanto que o etileno e o acido

abscisico aceleram a maturagdo, as auxinas, citoquininas e giberelinas, retardam-na.

Tabela 1.0.0 Caracteristicas gerais da maturacao dos frutos carnosos.'?

Aspecto. A maturagio pode coincidir com alteragdo de cor da pele ou nas camadas parenquimaticas.
As antocianinas ou os carotendides (ou ambos) comparecem nas clorofilas e pode existit uma
reutilizacdo dos produtos degradados. A persisténcia dos frutos na arvore pode ocasionar um
reverdecimento dos mesmos.

Textura. A maturagio do fruto pode estar associada a um amolecimento dos tecidos, que
provavelmente esta sob controlo genético. As alteracoes da firmeza do fruto incluem o adelgagamento
da parede celular, a dissolugdo da lamina média, a perda de turgescéncia e a degradagio de produtos
de reserva, originando constituintes semi-liquidos.

Sabor. Producio de uma mistura complexa de compostos volateis que interagem com a producio de
outros constituintes maiotitarios, especialmente glicidos, acidos organicos e compostos fendlicos. O
aroma ¢ caracteristico de cada espécie e variedade. O armazenamento incorrecto e o sobre-
amadurecimento dos frutos podem induzir a formac¢io de componentes com sabores desagradaveis.

Fisiologia. O inicio da maturagdo dos frutos “climatéricos” estd associado a um incremento da
producio de etileno e na respiragdo. Os frutos “ndo climatéricos”, pelo contrario, nio sio sensiveis ao
etileno nem incrementam a respiracdo. Os frutos de outras espécies tém um comportamento
intermédio.

Expressdo genética. Uma série de alteraces controladas que originam alteracbes no mRNA,
actividades enzimaticas especificas e sinteses proteicas. Estas modificacdes na expressio genética
determinam as alterages nos diversos aspectos da matura¢éo do fruto.

Senescéncia. Uma série de alteragGes programadas que seguem a maturagdo do fruto e originam
alteraces degradativas nos tecidos que rodeiam as sementes que podem finalizar na abscisdo do fruto.
Determinadas organizagdes celulares podem persistir depois destes processos.

Os frutos de familias muito divergentes tém varias caracteristicas comuns, as quais
se manifestam claramente conforme avanga o desenvolvimento dos tecidos que rodeiam ou
suportam as sementes. Em muitos casos as sementes influenciam o resto do fruto
promovendo a produgao de fito-hormonas. Durante a maturagao, em diferentes espécies,
produz-se a confluéncia de varias caracteristicas, como aspecto, aroma, textura e
composi¢ao que induzem o consumo do fruto e que coincidem com o estado de viabilidade
maxima das sementes. As alteracbes de cor sio uma caracteristica comum, mas nao
universal, da maturacio.

Na tabela 1.0.0 apresenta-se o resumo das caracteristicas gerais da maturacao dos
frutos carnosos.

Na fase final da maturagao, produz-se uma série de alteragdes, geralmente

coordenadas, que conduzem a senescéncia e abscisio do fruto. Conforme avanca a
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senescéncia do fruto, determinadas estruturas permanecem intactas e fisiologicamente
activas até a desintegracao celular. Se os frutos maduros nao sao consumidos, forma-se uma
capa de abscisio mediante mecanismos diferentes, dependendo da espécie, e os frutos caem

ao solo, promovendo-se a distribui¢io do material genético em diferentes nichos ecoldgicos.
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1.1.0 O Medronho

O medronho é o fruto de Arbutus wunedo 1., um arbusto ou pequena arvore
espontanea, da familia das Ericiceas. Sendo um dos elementos vegetais mais tipicos do
matorral mediterraneo, a planta, conhecida por medronheiro, encontra-se em Portugal em
quase todo o Pafs, nos matos, bosques e pinhais, especialmente nas regioes costeiras mais
quentes, com uma maior incidéncia no Algarve. O fruto, o medronho, possui a forma de
baga, rugosa e avermelhada na maturagao.

A etimologia da palavra “Arbutus” parece derivar do substantivo “arbustus”; esta
designacao muito simples foi ja utilizada por autores romanos, como o poeta Virgflio. No
entanto, outros apontam a origem celta da denominagao, uma vez que “arbois” designa
fruto granuloso.13 Os medronhos, sio comestiveis, de sabor agradavel, doce e aromatico,
possuindo contudo o inconveniente de serem um pouco indigestos. De acordo parecem
estar os autores quanto a designacao latina de #nedo = unum tantum edo - “eu como sé um?”,

uma alusio as propriedades psicotropicas do fruto, do qual nao se devera comer mais de um.

1.1.1 Descrigdao Botanica / Distribuigdo

O medronheiro ¢ um arbusto de folhagem persistente, de cor verde, com fortes
ramifica¢Ges que se da bem em solos acidos e, que em boas condi¢oes de vegetagao, pode
eventualmente atingir o porte de arvore de 5 a 6 m de altura.

E uma planta que de acordo com o sistema de classificacio de Cronguist '
pertencente a Divisao - Magnoliophyta, Classe - Magnoliopsida (Dicotiledéneas), Subclasse IV -
Dilleniidae, Ordem 10 - Ericales, Familia 6 - Ericaceae, sub-tamilia - Arbutoidea, género - Arbutus
e espécie Arbutus unedo L.. Pertence, tal como a murtinheira e o mirtilo, a familia das urzes

(Ericdceas). As Ericdceas sao uma das familias das dicotiledéneas constituidas maioritariamente
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por arbustos de folhas simples."'® Esta familia é representada em Portugal pelos géneros

Arbutus L., Calluna Salisb., Daboecia D. Don, Erica 1., Rbododendron L. e V accinium L.

Figura 1.1.0 Flores e frutos do medronheiro. Mostra-se a ocorréncia em simultineo
da floracdo e maturagio do fruto na planta.

As folhas, alternas, persistentes, brilhantes, opostas, com haste e aspecto resistente,
sao de forma eliptica até forma oval invertida, quase sempre com uma pequena ponta
saliente, nitidamente com nervuras, com cerca de 8 - 12 cm de comprimento (com a haste
mede até 15 cm) e com 6 cm de largura. A parte superior da folha é verde escura até verde
azeitona, com brilho fraco, sendo a parte inferior verde clara. A orla da folha, com base em
forma de cunha ¢ frequentemente lisa, em direc¢do a extremidade podendo ser mais ou
menos dentada. O medronheiro floresce no final do Outono, com pequenos botdes em
forma de cilice ou de sino, brancos, cor de marfim ou cor-de-rosa escuro, com cerca de 6 -
8 mm, que se juntam em forma de cachos pendentes (até 40 botoes), figura 1.1.0.

Apesar de se assinalarem 28 espécies do género Arbutus, apenas uma delas, o
Arbutus unedo 1.., ¢ maioritariamente encontrada na regidao mediterranica (figurando no
brasao de armas de Madrid). A distribuicao geografica do medronheiro tem uma maior
incidéncia nos Pafses da Costa do Mediterraneo, com excep¢ao da Libia e Egipto,
estendendo-se até 4 Costa Atlantica da Europa do Sul, na Asia Menor e também no
Céucaso.'” Similarmente a muitas espécies de plantas sul europeias, também o medronheiro

avancou para o norte até¢ a Irlanda e Inglaterra. Posteriormente o medronheiro bravo
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(Arbutus andrachne 1..) e o seu cruzamento com o Arbutus unedo = A. andrachnoides 1ink
também se espalharam pelos territorios ja referidos, em especial Inglaterra e Irlanda.'®

A época de matura¢io do medronho é também o Outono (Setembro - Novembro).
Os frutos passam gradualmente de uma cor esverdeada a alaranjada que se torna vermelha
nos frutos maduros. A época de colheita vai de Setembro a Novembro/Dezembro.

O fruto é uma pequena baga, de forma esférica-oblonga, achatada na cavidade
peduncular estando as dimensdes médias referidas na tabela 2.5.0; o perfil equatorial e
longitudinal é simétrico; a cavidade peduncular ¢ fechada; a casca mediamente espessa, com
numerosissimos relevos crestiformes (com cerca de 1 mm). A polpa, de cor amarela,
uniformemente distribuida do exterior a0 interior, tenra, de sabor doce na maturidade, com

. . , . . 13
hgelto retrogusto ac1dulo, apresenta numerosas sementes no interior.

1.1.2 Caracteristicas e Utilizagao do
Medronho / Medronheiro

Os medronhos sao frutos que possuem muita matéria seca, muito “agicar’, pouco
teor em acidos, algum ferro sendo, também, ricos em vitaminas (especialmente vitamina C) e
carotendides.” O seu sabor baseia-se principalmente no balango entre o teor em agicares e
acidos orgémicos,20 sendo a razdo acicares/acidos de 23,1:1.%

Num estudo de 19977, procedeu-se a pesquisa da presenca de metanol (e outros
alcoois pequenos) no medronho, nao tendo sido detectada a sua presenca nas amostras
estudadas. Este resultado esta de acordo com o referido por outros autores™ que indicam que
os alcoois pequenos (metanol, etanol) raramente ocorrem livres nos alimentos que nao
tenham fermentado ou sido sujeitos a contamina¢do microbiana. A presenca de alcool
metilico em bebidas destiladas preparadas de produtos fermentados é tida como derivada da
pectina presente no fruto que foi fermentado.” Leitio A. E. B. et a/” verificaram que a
actividade da pectinametil-esterase (PME) em medronhos aumenta paralelamente ao
amadurecimento do fruto e que o metanol tem origem na desmetilacio das substancias

pécticas existentes no fruto por ac¢ao daquela enzima.

1
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Os medronhos quando comidos crus sio de digestao dificil devido a forte
quantidade de celulose (gosto um pouco farinhento, também designado por fibroso) no seu
parénquima lenhosos.” Por possuirem estas caracteristicas e serem, levemente acidos e
ligeiramente aromaticos, os frutos sao predominantemente transformados em marmeladas,
geleias, frutas cristalizadas, bebidas alcodlicas (aguardente e licor) e cidra. Na Sardenha ¢
costume produzir-se uma apreciada bebida fermentada: o “Vimo di Corbezzol?” (“Vin
d’Arbouse” na Corsega) de 9 - 10 graus alcodlicos, de sabor semelhante a cidra. Da destilagao
deste vinho ¢ possivel obter-se uma aguardente muito agradavel (Medronheira) e com teor
alcodlico entre 25-30° dotada de propriedades digestivas e antidiarreicas.”” Nos estudos
efectuados por Versini ez a/*® com os derivados fermentados (aguardente de medronho) a
desvantagem alimentar apontada a aguardente de medronho baseia-se na sua elevada acidez e
no teor de acetato de etilo. No entanto e ainda como base o referido trabalho, convém

destacar que nas aguardentes estudadas o teor de etanol é de 44-57 %Vol. (valores tipicos

para a técnica de destilagao utilizada) e, o de metanol de 0,90 £ 0.078 g % ml p.A. com um
maximo a 1,01 g % ml p.A.; valores bem abaixo do limite superior de 1,5 g % ml p.A.

permitido pelas normas da Comunidade Europeia. O conteudo em alcoodis superiores de apos

fermentagao (193,1 + 45 mg % ml p.A.) é cerca de metade do teor apresentado por outros
destilados de frutos.

Das flores de medronheiro obtém-se um mel, muito aromatico, embora com gosto
amargoso devido a presenca de arbutina.”

As folhas e a casca do medronheiro sao utilizadas na curtimenta dos couros. A
madeira, pesada, homogénea e dura, fornece uma lenha - antigamente utilizada para aquecer
os fornos - sendo também adequada para a producdo de carvao vegetal. Em tempos idos
tera sido utilizada na Grécia no fabrico de teares.'

A importancia comercial do medronheiro na fitoterapia, baseia-se na reputagao de
propriedades adstringentes, anti-sépticas renais, diuréticas e anti-inflamatdrias atribuidas a
extractos de diferentes partes da planta, especialmente a extractos quimicos das folhas;” a
adstringéncia dos frutos é devida a presenca de taninos; a ac¢ao diurética atribuida a planta
advém, principalmente, das folhas secas (do mesmo ano). Os extractos, preparados sob a
forma de infusio ou de decoccio,” sio ricos em taninos. As folhas contém também um

glucésido (arbutina) que ¢ um bom desinfectante do tracto urogenital.>* As cascas sio
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utilizadas terapeuticamente uma vez que Os seus extractos mostram actividade anti-
espasmédica sobre o trinsito intestinal e biliar.”” As raizes usam-se como ténico,
descongestionante do tubo digestivo e também como desinfectante das vias urinarias. A
partir das flores prepara-se um sudorifero.”*”

Em termos industriais, a industria quimico-florestal obtém substancias colantes e
de impermeabiliza¢do, extraidas das folhas, do tronco e da casca. Da casca extrai-se
igualmente um corante cinzento usado na industria de tinturaria.” Contudo, os medronhos
sao fundamentalmente utilizados na producio de alcool (industria do etanol), sendo o alcool
de medronho também empregue na preparagio de licores e perfumes delicados.”

Refira-se ainda o grande interesse ornamental do medronheiro, devido a beleza das
folhas escuras, e a particular ocorréncia em simultaineo da floragao e maturagao do fruto
(figura 1.1.0).

O Arbutus unedo presta-se muito bem a reflorestagdo e consolidacao de dunas
costeiras. Tem sido ainda utilizado em estudos, participando como bio-indicador das etapas
evolutivas dos solos.” Tratando-se de uma espécie espontanea de grande valor paisagistico,
geologico e ecoldgico, deve a sua utilizagdo ser regulamentada (conservacao e defesa do
patriménio florfstico e paisagistico).”” Em Portugal, para além do seu grande interesse nestes
dominios convém, ainda referir que a cultura do medronheiro tem ja longa tradicio no
contexto soécio-cultural de varias regides do paifs, em particular na regiao do Algarve.
Constitui muitas vezes uma fonte de rendimento complementar, principalmente através do
fabrico da aguardente do seu fruto, cuja melhoria de processamento tem vindo,

- . . 23,25
ultimamente, a ser estudada e incentivada.™
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1.2.0 Metabolitos Secundarios - Fruto

As plantas em geral e, os frutos em particular, biossintetizam uma gama
diversificada de compostos que denunciam as suas origens evolutivas. A existéncia de
compostos especificos de determinadas familias, reflexo de processos enddgenos (ex.
factores genéticos) leva a que alguns destes possam ser usados em classificagao
quimiotaxonémica. Contudo, as diferengas morfoldgicas do fruto em relagao ao resto da
planta poderdo permitir, em alguns casos, a existéncia de diferenciacio quimica entre eles.

De um modo geral, as plantas no seu metabolismo primario utilizam vias
metabdlicas nas quais sintetizam e utilizam compostos organicos: glicidos (agucares),
aminoacidos, acidos carboxilicos comuns, nucleétidos e polimeros derivados
(polissacaridos, proteinas, lipidos, DNA, RNA, etc.) essenciais para a sua sobrevivéncia,
designados metabolitos primarios.

Podem contudo seguir outras vias metabolicas que levam a formagao de
compostos peculiares. Estas vias constituem o metabolismo secundario, e os seus produtos
denominam-se metabolitos secundarios.”” A biossintese destes compostos pode estar
associada a estados especificos do seu desenvolvimento, e a perfodos de stress causados por
deficiéncia de nutrientes ou ataque por microrganismos.

O metabolismo secundario é caracteristico da especializa¢ao celular, pelo que os
metabolitos secundarios, em contraste com os primarios, N30 possuem uma importancia
directa para a célula produtora. Contudo, muitos metabolitos secundarios estao implicados
em relagdes ecoldgicas, ou seja, na relacio da planta produtora com os outros organismos
do seu ambiente natural. Exemplos disso sao os pigmentos das flores que atraem insectos
polinizadores e os compostos que inibem o crescimento de outros organismos (substancias
alelopaticas) ou protegem a planta produtora de infec¢des (fito-alexinas) ou dos predadores
(dissuasores nutritivos, “antifeeding”). Outros componentes secundarios tém importancia

fisiolégica (por ex., os esterdides constituintes das bio-membranas ou o polimero estrutural
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lenhina (lignina)), ou servem como sinais que integram a diferenciagao celular e o
metabolismo de diferentes partes do organismo vegetal multicelular; estes compostos bem
como as fito-hormonas derivadas do indol, as giberelinas, o acido abscisico e as citoquininas
que possuem uma cadeia lateral isopentenilo, entre outros, sio considerados
fisiologicamente fundamentais. Também para o homem, o metabolismo secundario vegetal
¢ hoje uma fonte importante de substancias, incluindo principios activos de medicamentos e
de outros produtos quimicos igualmente valiosos (por ex., esséncias, corantes, insecticidas e
aditivos alimentares).

Devido ao facto dos metabolitos secundarios derivarem biossinteticamente dos
primarios e de o precursor metabdlico ser também utilizado para a biossintese de certos
compostos primarios (acidos carboxilicos, proteinas, etc.), os dois tipos de metabolismo
estao interconectados numa extensao que por vezes torna dificil o estabelecimento de uma
clara divisio entre ambos.

O metabolismo primario, proporciona a formag¢ao de um numero de pequenas
moléculas, entre as quais cabe destacar o acido xiquimico, o acetato e os aminoacidos, os
quais constituem os materiais de partida para as vias mais importantes do metabolismo

secundario das plantas (figura 1.2.0).”

O acido xiquimico, pela via metabdlica que tem o seu nome, da origem a muitos
compostos aromaticos, entre eles, aminoacidos aromaticos, acidos cinamicos e certos
polifendis. Os policétidos provém da via acetato-malonato, e dos terpenos ou isoprendides,
da via acetato-mevalonato.

Os aminoacidos sao precursores dos alcaldides e de antibidticos, nos quais se
incluem as penicilinas e as cefalosporinas. De igual modo variagdes das vias metabdlicas
primarias podem conduzir a forma¢io de metabolitos secundarios. A via das pentoses-
fosfato que origina os metabolitos primarios glucose e frutose, é por vezes a fonte de
glicidos raros encontrados nos glucésidos cardioténicos, enquanto que variagdes nas vias
sintéticas dos aminoacidos proteicos sao a origem dos aminoacidos nao essenciais.

Uma das caracteristicas mais apreciadas nos frutos comestiveis é o seu sabor. O sabor
distingue-se em areas especificas do paladar que permitem discriminar o doce, a acidez, a

salinidade e o amargo. Como ja foi anteriormente referido, na maioria dos frutos a interac¢ao
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entre agucares (redutores e nao redutores) e os acidos organicos (carboxilicos) determinam as

caracteristicas finais do seu sabor. A salinidade deve-se a acumulagio de sais inorganicos.

Fotossintese
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+
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Figura 1.2.0 Origem biossintética dos principais grupos de metabolitos secundarios
(esquema adaptado).’?

O amargo dos frutos imaturos parece estar associado a adstringéncia dos compostos

fendlicos neles existentes e/ou a presenca de alcaldides glicosilados, limondides (nos

citrinos) e cucurbitinas (nas Cucurbitdceas) (figura 1.2.1).

17



J.P.Noronha, Metabolitos Secundérios do Fruto de Arbutus unedo 1..

OH

OH

Cucurbitacina E Azadiractina

Figura 1.2.1 Estrutura de uma cucurbitina (Cucurbitacina E) e de um limonéide
(Azadiractina).??

Os compostos volateis, detectados pelo olfacto e, a textura do fruto, completam as

caractetisticas do sabor.

1.2.1 Acidos Carboxilicos

Biossinteticamente os acidos carboxilicos (gordos) provem da acetil-CoA e sendo
esta derivada do acetato, sio também os acidos carboxilicos considerados como metabolitos
provenientes desta via biossintética.””** A grande maioria dos acidos carboxilicos naturais
sao acidos alcandicos lineares com numero par de atomos de carbono, estando em minoria
os que contém ligacbes duplas ou triplas, grupos hidroxilo ou epdxido ou anéis
carbociclicos.”

Na natureza, entre os acidos carboxilicos mais abundantes contam-se os 4cidos
caprilico (8:0), caprico (10:0), laurico (12:0), miristico (14:0), palmitico (16:0), estearico (18:0),
oleico (18:1; 9¢), elaidico (18:1; 9#), linoleico (18:2; 9 12¢), linolénico (18:3; 9¢ 125 15¢) e

araquidénico (20:4; 5¢, 8 115 149

que podem ocorrer livres, em glicéridos (mono-, bi- ou
tri-) ou seja, ésteres do glicerol ou em fosfolipidos; os mais comuns de todos, sao os de 16 ¢
18 atomos de carbono (o palmitico, o estearico e o oleico).” A ubiquidade, agora referida,
de alguns dos acidos carboxilicos juntamente com o papel importante que desempenham,
colocam-nos na classe dos metabolitos primarios; somente os menos usuais podem ser
considerados metabolitos secundarios.™

A introducao de duplas ligagdes nos acidos carboxilicos, tornam mais fluidas as

membranas formadas por estes acidos (a fluidez membranar depende para além das
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proteinas presentes, da relagio fosfolipidos/esterdis e do grau de insaturacdo dos acidos

carboxilicos).

Tabela 1.2.0 Conteddo em acidos organicos na laranja (fruto nio
climatérico) e tomate (fruto climatérico).

Laranja Tomate?
(mg/100 ml sumo) (mg/100 g peso fresco)

Acético - 20
Férmico - 10
Lactico - 20
trans-Aconitico - 25
Cittico 1800 200
Fumarico - 30
Milico 100 150
Maloénico 2.4 75
Oxaloacético - 20
Oxalico - 50
Succinico 16 20
Tartarico - 75
Galacturonico - 25
Adipico 8,5 -

Isocitrico 7 -

De uma maneira geral, os niveis de acidos organicos descem, durante a maturagao
do fruto, com algumas excepg¢des, como na banana. A tabela 1.2.0, enumera os acidos
organicos mais importantes em frutos climatéricos e nao climatéricos.

A “acidez titulavel” (propor¢do de acidez niao combinada com catides, acidos
livtes) ¢ um parametro bastante objectivo da percep¢ao sensorial detectada pelos
consumidores. Por ex. na banana madura, a acidez titulivel e o conteudo total de 4cido
malico sio muito similares, ja que este dcido é quase o Unico constituinte e se encontra
malioritariamente na forma livre.

Nos frutos maduros do tomate, o metabolismo do acido citrico decresce durante a
maturac¢ao, enquanto que o acido malico se oxida a CO, ou se converte em acido citrico ou
glutamico."

. . ~ L, . PO , . 41
No medronho os acidos predominantes sao os acidos malico e citrico.
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1.2.2 Glucidos

O amolecimento dos frutos ¢ um dos ultimos processos do desenvolvimento, que
ocorre uma vez finalizadas as trocas na composicio.” O consumo de frutos imaturos
produz uma impressao de insipidez, nao sé porque nao se produziu a acumula¢ao necessaria
de agucares soluveis e compostos aromaticos, mas também porque se dificulta a ruptura e
libertagdo dos componentes vacuolares durante a mastigacio. Também quando se
consomem magas extremamente maduras, onde as células se separam facilmente sem se
romperem, nao se percebem os componentes vacuolares. No tomate, a maior propor¢ao de
acucares redutores encontra-se nas paredes internas e externas, apesar da acidez se

a vi 42
concentrar no conteudo locular” do fruto.

Tabela 1.2.1 Conteddo em agucares redutores, sacarose, matéria seca e principais
acidos organicos em diferentes frutos.

Composto (g/100 g de fruto fresco)

Fruto Glucose Frutose Sacarose Matéria seca Acidos predominantes
Cereja 4.7 7.2 0 18.5 Malico e Citrico
Morango 2.6 2.3 1.3 11.1 Citrico e Milico

Maca 1.7 6.1 3.6 15.7 Malico, Citrico e Quinico
Péssego 1.5 0.9 6.7 13.8 Malico e Citrico
Melao 2.2 1.7 8.8 10.1 Citrico e Mailico

Péra 2.4 7.0 1.0 16.8 Malico e Citrico
Ananis 2.3 1.4 7.9 15.7 Citrico e Mailico
Banana 5.8 3.8 6.6 29.3 Malico e Citrico
Toranja 1.7 1.8 2.5 9.3 Citrico e Malico
Tomate 1.6 1.2 0 6.6 Citrico e Malico

Uva 8.2 7.3 0 20.0 Malico e Tartarico
Medronho*? 6.4 8.7 0 31.5 Malico e Citrico*!

Adaptado de Whiting, em Hulme, A.C;*" Hardenburg et al.;> Widdowson e McCance, e Wills et al..**

Como se indica na tabela 1.2.1, a identidade e a concentracio dos agucares variam
nos diferentes frutos. Dentro de cada espécie, o seu conteudo depende da variedade, do

estado de nutri¢do, da quantidade de frutos e do estado de desenvolvimento, pelo que os

Vi Compartimentos dos frutos, separados por septos (ver figura fda ilustracdo da pagina 57).
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valores da tabela sio s6 aproximados. Para peso igual, a frutose considera-se mais doce que a
sacarose e esta mais que a glucose. Se bem que o fruto possua certa capacidade fotossintética
durante o seu desenvolvimento, a maioria das reservas de glicidos provem da planta.

Como ja foi referido (na seccio 1.0.0), a maioria dos frutos acumulam amido
durante o seu desenvolvimento, no entanto este origina agucares mais simples antes ou
durante a maturagdo por ac¢io de enzimas como a d-amilase, [-amilase e a
amidofosforilase, todas elas identificadas em frutos distintos. Por exemplo, nas bananas
maduras somente se mantém 1-2% de amido existindo uma relac¢ao directa entre o conteudo
em acucares do tomate maduro e do nivel de amido acumulado durante e seu
desenvolvimento.”

A acumula¢ido de agucares simples originados pela hidrélise de polimeros de
reserva de cadeia longa e outros produtos fotossintéticos, principalmente na forma de
sacarose, dirigem-se para o fruto desde as folhas durante a dltima fase da maturacdo, o
petiodo de colheita. A acumulagao de agucares nos frutos carentes de amido como o
morango e a uva finaliza-se nos dias da colheita dos mesmos, enquanto que noutros casos se

completa a degradagao do amido.

1.2.3 Compostos Fendlicos

A utilizagdo de substancias fendlicas remonta a tempos muito antigos, quando
algumas delas se aplicaram pela primeira vez em processos industriais, por ex. os taninos na
curtidura das peles, na elaboragio de tinta e no refinado de vinhos. Estas praticas
industriais, naquela época, eram inteiramente empiricas, ja que se desconhecia a verdadeira
natureza dos compostos utilizados, e consequentemente o fundamento das suas
propriedades. Os compostos fendlicos constituem um dos grupos de produtos naturais
mais importantes e amplamente distribuidos no reino vegetal. Muitos deles sao muito
significativos fisiologica e ecologicamente para as plantas que os produzem.

A biossintese das estruturas fenodlicas efectua-se por duas vias metabdlicas
essenciais, a do acido xiquimico e a dos policétidos (denominadas em cada caso com o

nome do composto mais representativo da via). A primeira das vias, maioritaria nas plantas
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superiores, parte da eritrose-4-fosfato e do acido fosfoenolpiruvico e conduz via acido
xiquimico a formagdao dos aminoacidos aromaticos e dos derivados fenilpropandides. A via
dos policétidos, minoritaria nas plantas superiores mas maioritaria N0s microrganismos, por
condensa¢ao de unidades de acetato forma cadeias policétidas que, posteriormente por
ciclizagdo, dao origem a uma diversidade de compostos aromaticos.

Os compostos fendlicos estao largamente distribuidos como componentes
minoritirios dos extractos epicuticulares das folhas de muitas espécies.* Entre as varias
classes de compostos existe o dominio dos flavondides (na forma livre, metilada,
esterificada e glicosilada).”

Os flavonoéides constituem um dos grupos mais caracteristicos e extensos dos
compostos secundarios das plantas superiores, sendo muitos deles facilmente reconheciveis
como pigmentos das flores e dos frutos na maioria das angiospérmicas. Estes compostos
proporcionam as plantas cores que atraem os insectos para efectuar a polinizagao cruzada, e
também dissuasores nutritivos de defesa frente aos animais fitéfagos. Ainda em relacio a
cor, pode indicar-se que as antocianinas sao pigmentos vermelhos ou azuis, as catequinas e
pro-antocianidinas incolores mas fluorescentes no UV, alguns flavondis sao amarelos,
enquanto que outros como a quercetina e as flavonas sao brancas. Existe uma relacao entre

a cor das flores e o insecto polinizador.

6 = 4
; 5 |

N Ny
| A c ’
N

5 4

Figura 1.2.2 Estrutura do 2-fenilcromano (Flavano)

A estrutura quimica dos flavonodides baseia-se no anel flavano (2-fenilcromano)
substituido (figura 1.2.2). O anel A é quase sempre de floroglucinol (derivado trihidroxilado)
e s6 em alguns casos de resorcinol (derivado dihidroxilado), enquanto que o anel B pode
apresentar diversas modificagdes. Ambos os anéis estao unidos por uma cadeia de trés
atomos de carbono que se fecham formando o ciclo do pirano (anel C). As diferengas entre

os distintos grupos de flavonoides apresentam na estrutura basica (grau de hidroxilacao,
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metilacio e/ou substitui¢io isopentilo), no grau de polimerizacio (mondmero, dimero e
oligbmero) e no tipo de conjugacao (glucosidos, ésteres maldnicos, ésteres sulfato).

A classificagao geral dos flavondides encontra-se esquematizada na figura 1.2.3.

Chalconas

Flavonois

OH o OH (o]
Ry R, R;
Canferol H OH H
Quercetina OH OH H
Miricetina OH OH OH
Flavanonas R, Catequinas R,
Ry
HO o ‘
() "
OH
OH o
Antocianidinas R,
Ry
o, O
HO O,
@ "
Z Son
OH
Ry R, R;
Pelargonidina H OH H
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH

Dihidroflavonéis

R.
2 Isoflavonas
0 O

OH

Figura 1.2.3 Classificacdo geral dos Flavonéides.

Os flavonoides, apesar de serem substancias proprias do metabolismo secundario,

desempenham fung¢des importantes para a propria planta produtora e também para o meio

que a rodeia.

Em geral, os flavondides, pela sua condi¢ao de polifenéis, podem actuar como

antioxidantes e inactivar o centro activo de numerosas enzimas (por ex., fenolases e

23



J.P.Noronha, Metabolitos Secundérios do Fruto de Arbutus unedo 1..

pectinametil-esterase) levando a alteragdes metabolicas. Por outro lado, de modo idéntico a
outros grupos fenolicos, os flavondides podem também exercer efeitos antagdnicos sobre o
crescimento; por ex., o canferol (fig. 1.2.3) e seus derivados (anel B mono- hidroxilado)
estimulam a enzima AIA oxidase, ou seja, sio cofactores enzimaticos que ocasionam a
destruicio do AIA (Acido Indol-3-acético),™ com um decréscimo concomitante na
proporcao de crescimento. No entanto, a quercetina (fig. 1.2.3) que possui na sua estrutura
o nucleo do catecol (anel B 2’3 "-dihidroxilado), facilmente oxidavel, protege o AIA da sua
degradacao.

Alguns autores’ sio de opinido que a ac¢io fundamental dos flavonéides nio é o
controlo relativo do metabolismo primario, mas sim que as suas fung¢des sao essencialmente
ecoldgicas.

Os compostos fendlicos também participam no sabor do fruto: os acidos fendlicos
proporcionam acidez, os flavanos a adstringéncia, as flavonas e flavanonas o amargo,
especialmente nos citrinos. Estando amplamente distribuidos, as suas fungdes estio
igualmente relacionadas com a proteccio da planta face a lesdes, com os processos de
oxidagao, e sio também indicadores do grau de maturagio do fruto. As quantidades destes
compostos variam desde 1,4 mg/10 g de peso fresco (maracuji) até 1,4 g/100 g de peso
fresco nos frutos adstringentes de cacau.”

A concentragao de compostos fendlicos decresce durante a maturagao, devido ao
incremento percentual em agua, embora frequentemente a quantidade absoluta por fruto
possa aumentar. Dentro da mesma espécie a concentracdo pode variar significativamente
dependendo da variedade e das condi¢des ambientais da planta. Nos frutos os principais

grupos de compostos fendlicos sao os seguintes:

Derivados do dcido cindmico. Sao compostos importantes e estao amplamente
distribuidos. Fazem parte de fendis mais complexos e associados aos acidos quinico e
xiquimico formam, por ex. o acido clorogénico (fig. 1.2.4), que se encontra nos frutos de
arando e maga em concentracdes relativamente elevadas.

Flavanos. Possuem uma estrutura quimica baseada no flavano-3,4-diol e os mais

comuns sao a catequina e a epicatequina (ver figura 1.2.3). Estao amplamente distribuidos e

Vi O AIA (icido indol-3-acético) é uma auxina endégena, participando nas plantas como hormona de
crescimento vegetal.
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localizam-se em altas concentra¢oes nas camadas externas dos frutos, dectescendo o seu

conteddo com a maturacio.

OH
OH OH 00C-CH=CH/ ) OH
HO. OH HO. OH \
cboH
0 OH
HO COOH COOH OH
Acido Quinico Acido Xiquimico Acido Clorogénico

Figura 1.2.4 Estruturas dos acidos quinico, xiquimico e clorogénico.

Antocianidinas e antocianos. Este diversificado grupo de pigmentos deriva das
agliconas dos trés tipos de antocianidinas representadas pela pelargonidina, a cianidina, e a
delfinidina (ver figura 1.2.3). Diferentes agtucares podem unir-se em distintas posi¢oes
(principalmente na posi¢ao 3) com antocianidinas produzindo uma ampla variedade de
pigmentos (antocianos), tanto nas flores como nos frutos. Quando se une uma molécula de
galactose forma-se o composto cianidina-3-galactésido (fig. 1.2.5), que ¢ o pigmento

principal das magas, amoras, cerejas e ameixas.

OH
OH
+
(0]
HO. AN
P
OH
Na posicio 3 liga-se a galactose para formar a
OH antocianina, Cianidina-3-O-galactésido pigmento
dominante que da cor, entre outros, a0s

medronhos, magis, amoras, cerejas ¢ ameixas.

Figura 1.2.5 Estrutura tipica de uma antocianidina, a “Cianidina”.

Os antocianos encontram-se principalmente nas camadas epidérmicas dos frutos
com caroco. Os frutos maduros do Arbutus unedo sao vermelhos, sendo esta cor conferida
pelas antocianinas: delfinidina-3-O-galactdsido, cianidina-3-O-galactoglucésido (composto

. . . qe .. 48.49
dominante) e a cianidina-3-O-galactésido.™
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Flavandis e flavanol glicésido. A estrutura tipica destes compostos baseia-se nos
flavanoéis canferol, quercetina, ou miricetina (ver figura 1.2.3) que se condensam na posi¢ao
3 com agucares tipo, glucose, ramnose ou rutinose para formar glicésidos ligeiramente

coloridos ou sem cor.

OH
OCHy

Rut-O O .-

OH (6]

Figura 1.2.6 Estrutura da hesperidina (hesperitina-7-O-rutinésido).

As flavonas e flavanonas sio compostos relacionados, entre os quais a hesperidina
(fig. 1.2.6) é o mais conhecido por ser responsavel pelo sabor amargo da casca da laranja.

Como tem sido aqui referido, os frutos, contém uma ampla diversidade de
compostos fendlicos, muitos dos quais presentes em altas concentragoes. Estes compostos
restringem o seu consumo até a fase da maturacdo, formando parte dos pigmentos e
contribuindo para o seu sabor. Durante a maturagao dos frutos aumenta a condensagao dos
compostos fendlicos, diminuindo a adstringéncia e o amargo. Os fendis também participam
na resisténcia a enfermidades, ja que a sua concentragio aumenta depois da infeccdo e as
moléculas oxidadas sio potentes inibidores das enzimas pectoliticas relacionadas com a
invasio de agentes patogénicos.”””'

A maioria dos frutos muda de cor durante a sua maturagdo. A maturagao pode
conduzit a destruicio da clorofila que revela a presenca de outros pigmentos como f3-
carotenos e carotenos oxigenados ou xantofilas, como ocorre na pele da banana. Na maioria
dos frutos, a conversio de cloroplastos em cromoplastos vem acompanhada da sintese de
uma ou varias classes de pigmentos, normalmente antocianinas ou carotendides. Embora os
processos ocorram simultaneamente, nao existem provas da conexdao metabdlica entre os
mesmos.

Pode-se ainda referir que os flavondides estao também implicados nas interac¢des

planta-fungo, em duas situa¢oes distintas: como agentes toxicos constituintes das superficies
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das folhas ou como fungitoxinas induzidas (fito-alexinas), que sio formadas pela planta no

lugar da infecgao fungica.

1.2.3.1 Arbutina

Ainda dentro do grupo dos compostos fendlicos convém destacar a arbutina (ou
arbutésido). Este é um heterésido hidroquinénino que possui a particularidade de ser o
derivado fendlico dominante das folhas das plantas da familia das Ericdceas, onde se insere a
espécie Arbutus unedo, servindo com efeito para a caracterizagdo taxonémica das plantas

desta familia.>

OH OCH; OH
OCH;
CH,0H CH,0H
) 0o OH
Hidroquinona
o o
OH OH (2.2.7-3) OH
OH OH Metil-hidroquinona
Arbutina Metilarbutina (2274
(1.2.7-1) (1.2.7:2)

Figura 1.2.7 Estrutura de derivados fendlicos caracteristicos das plantas da familia
das Ericdceas.

A arbutina (hidroquinona B-D-monoglucopirandsido) (7.2.7-1, figura 1.2.7), é um
B-glucosido fendlico, hidrolisavel em hidroquinona e glucose, variando o seu conteudo em
func¢io da espécie de Ericdcea em causa. Normalmente, associados a arbutina, existem outros
compostos fendlicos, a metilarbutina (7.2.7-2) (o éter metilico da arbutina), a hidroquinona
(1.2.7-3) e o seu detivado metil-hidroquinona (7.2.74, figura 1.2.7).>

A arbutina, para além do seu interesse sistematico e ecoldgico possui ainda um
particular interesse farmacolégico,”™ sendo os seus extractos descritos como desinfectantes
urinarios.”® As propriedades anti-sépticas parecem ser devidas a hidroquinona libertada no

organismo ap6s hidrélise da arbutina.”
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1.2.4 Terpenos

A grande diversidade de compostos de natureza terpénica, e de substancias com
eles relacionados, encontrados nas plantas, ¢ um bom exemplo da capacidade de sintese das
plantas. Tém sido descritos milhares de estruturas terpénicas nas plantas superiores, no
entanto as plantas inferiores, os animais e 0s organismos procariotas também sintetizam
terpenos.

Os compostos que formam parte deste numeroso grupo de produtos naturais
podem realizar actividades bioldgicas distintas, como as de atrair e repelir insectos;
actividades hormonais, inibidoras de crescimento e actividade como fito-alexinas.

Os terpendides ou isoprendides sdao sintetizados via acetato a partir do
isopentenilpirofosfato (IPP), que se pode considerar o “isopreno activo”, hipotético, de
Rugicka.” Os terpenos sdo assim designados por provirem biossinteticamente da
condensacido de sucessivas unidades isoprénicas34 e classificam-se segundo o numero de
unidades isopreno de que se compéem como: Monoterpenos (C,,), Sesquiterpenos (C,s),
Diterpenos (C,), Triterpenos (Cs,), Tetraterpenos (C,,), Politerpenos (C. ).

Embora sejam conhecidos alguns terpenos aciclicos, a maioria siao ciclicos,
possuindo estruturas carbonadas diversificadas. Um grande numero de terpendides
apresentam fungoes oxigenadas (alcodis, epoxidos, aldeidos, cetonas, acidos e lactonas) e
alguns podem possuir na sua estrutura hetero-atomos (halogéneos, enxofre e azoto). Além
disso, existem terpenos formando parte de ésteres, glicosidos, alcaldides e compostos
aromaticos.

O geranilpirofosfato (C,) ¢ o precursor directo de todos os monoterpenos. De
uma maneira geral estes compostos, sao volateis e componentes importantes dos 6leos
essenciais, acumulando-se em estruturas especializadas das plantas.”

Os monoterpenos podem apresentar estruturas aciclicas ou ciclicas e, na sua
maioria, apresentam fung¢oes oxigenadas (alcool, aldeido, cetona, etc.). Os plastos possuem

sistemas enzimaticos (ciclases), capazes de originar monoterpenos ciclicos.
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Na figura 1.2.8 representam-se algumas estruturas de compostos monoterpénicos.
Os monoterpenos sao compostos caracteristicos das plantas superiores, sendo muito

abundantes nas plantas das familias [abiatae, Pinaceae ¢ Umbelliferae, que os acumulam.

CADEIA ABERTA CH,0H CHO

~

Mirceno Geraniol Citral
MONOCICLICOS
OH
Limoneno a-Terpineno M entol
PN

BICICLICOS TRICICLICOS 'ﬁ

B-Pineno Canfeno Teresantalol

O-Glu

[o]

IRIDOIDES HO
/
CHO COOCH; COOCH;
Secologanina Loganina

Figura 1.2.8 Exemplos de algumas estruturas monoterpénicas.

O significado biolégico das esséncias esta associado aos compostos que possuem
aroma (vulgo aromaticos), embora existam monoterpenos lineares que possam ter fungdes
energéticas: actuar na planta como reserva de estruturas carbonadas, durante o dia, para
serem degradados a acetil-CoA durante a noite.

De modo igual aos monoterpenos, os sesquiterpenos podem ser compostos

ciclicos ou aciclicos, saturados ou insaturados, e podendo ter incluidos diversos grupos
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funcionais. Na figura 1.2.9 representam-se algumas estruturas de compostos
sesquiterpénicos.

A biossintese de compostos ciclicos compreende uma série de transformagoes que
originam um amplo nimero de estruturas (cerca de duzentas), nimero muito superior ao de
mono-, di- e triterpenos, devido a grande variedade de formas de ciclizagio que estes

compostos podem experimentar.

CADEIJA ABERTA

MONOCICLICOS
/

X CH:0H G

Farnesol

y-Bisaboleno
BICIiCLICOS

A N

COOH

Acido Abscisico

3

a-Cadineno

Figura 1.2.9 Exemplos de estruturas sesquiterpénicas.

Existem numerosos sesquiterpenos ciclicos que possuem actividade fito-alexinica,
sendo a sua sintese desencadeada por elicitores fingicos, que aumentam a actividade da
sesquiterpeno ciclase, e pelo contrario, inibem a da esqualeno sintase (responsavel da
biossintese de triterpenos).”’ Estes compostos também fazem parte das denominadas

“esséncias”.

No que respeita aos diterpenos, sao compostos lineares ou ciclicos, que na maioria
dos casos, possuem 3 ou 4 ciclos, substituidos com diversos grupos funcionais; podendo
alguns conter azoto formando os alcaléides diterpénicos, por exemplo a atisina (7.2.70-2,

fig. 1.2.10).
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Giberelina GA,; (1.2.10 -1) Atisina (1.2.70-2)

Figura 1.2.10 Exemplos de alguns diterpenos e estruturas derivadas.

Os compostos volateis completam os componentes do sabor dos frutos. A analise
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, GC-MS, dos compostos
volateis dos frutos revelou, até agora, a existéncia de mais de 400 substancias: acidos,
alcodis, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres, acetais, hidrocarbonetos, fendis, lactonas,
compostos de enxofre, aminas, e moléculas heterociclicas diferentes.”” A concentracio total
destes compostos varia entre os distintos frutos, desde os 338 ppm nas bananas até 1 ppm

nos arandos americanos.

Embora alguns compostos recordem especificamente um fruto, a sensagao
gustativa é produzida por uma mistura de substancias.”

As revisdes de Hulme'' e Seymour” contém a composicio em volateis identificados
em numerosos frutos. Estes trabalhos proporcionam uma revisio incompleta, devendo
estes compostos ser associados aos outros componentes do sabor patra oferecer um ponto

de vista mais real dos atributos gustativos dos distintos cultivares.”
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1.2.5 Triterpenoides

Os triterpendides (esterdides incluidos) incluem-se na classe dos isoprendides. Em
geral, sao compostos policiclicos e estao amplamente distribuidos no reino vegetal. Sao
compostos derivados do esqualeno (7.2.77-7) (esquema 1.2.0 e figura 1.2.11),

desempenhando nas plantas importantes fungdes fisiologicas.

Selizacio direc . o
Cidlizagio ditccta Hidrocarbonetos Triterpénicos

Acetato — —> Mevalonato — — Hsqualeno
(ex. Ambrano, Hopano, Fernano)

2, Via catia .. Via catiio
"ESTEROIDES" == o 2,3-Oxido Esqualeno ———» "TRITERPENOS"

Proto-esterdide Triterpendide . ]

. .° \

' ~~al e

. Treal L’ ‘\
' Ssal L \‘
-~ *
St .’
Cs Cicloartenol C3 Cucurbitacinas Cyy Eufol C39 Catizio Lupenilo

/N

Fito-ecdisonas

L Cys Simardlido Cyg Limondide
24-Metilenocicloartenol -
(plantas)
C5 Triterpenos
Colesterol Pentaciclicos
Cyg, Cyg Fito-esterdis Cap Quassindide (ex. Oleanano,
N inscctos . L
' (insectos) Cyy Alcaldides upago,
g . o 152N0)
' Ecdisonas Cy7 Sapogeninas
Brassindlidos Cy Esterbides m———p Cig, Cyg Esteréides
C,4 Bufadiendlidos / \
Cyy Alcalbides
C,; Cardendlidos

HEsquema 1.2.0 Vias biossintéticas dos triterpendides encontrados nas plantas.t*

O diversificado universo de compostos leva a que os Triterpendides possam ser
classificados de variados modos. Usualmente sio divididos em dois grupos principais:

Tetraciclicos e Pentaciclicos.
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Lanosterol (1.2.11-3)

/

2,3-6xido de esqualeno \

Esqualeno (7.2.71-1) (1.2.11-2)

(eadeira-barvo-cadeira-bareo) HO

N

Cicloartenol (7.2.114)

1

° 2,3-6xido de esqualeno d
Esqualeno (1.2.11-5) \ B-Amirina (1.2.11-6)
(cadeira-cadeira-cadeira-barco)

HO

Lupeol (7.2.11-7)

Figura 1.2.11 Sistemas de ciclizagdo do esqualeno em organismos eucariotas.?

Os esterdides derivam do esqualeno. Partindo da configuracdo cadeira-barco-cadeira-
bareo, por accao de uma epoxidase, forma-se o 2,3-6xido de esqualeno (7.2.77-2) (figura
1.2.11). Deste composto derivam o lanosterol (7.2.77-3) e o cicloartenol (7.2.77-4). A partir
do cicloartenol produzem-se os diversos esterdides vegetais ou fito-esterdides e a partir do
lanosterol, o colesterol e as hormonas esteroidicas.

A partir da conformacio cadeira-cadeira-cadeira-barco do esqualeno (7.2.11-5) e por
accao de outras esqualeno ciclases, formam-se os triterpenos pentaciclicos do tipo
oleanano/ursano (B-amirina, 7.2.77-6) e lupano (lupeol, 7.2.771-7), entre outros (figura

1.2.12).
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2,3-6xido de esqualeno Catido Damarenilo Catido Bacharenilo

(cadeira-cadeira-cadeira-barco)

S-Amirina

a-Amirina

Figura 1.2.12 Biossintese de Triterpendides (esquema adaptado de Muray et al.%5). Da
ciclizagdo do 2,3-6xido de esqualeno a formagdo do catido tetraciclico
C-20 damarenilo, ¢ seguida de rearranjo, levando aos sistemas

pentaciclicos o- ou P-amirina e lupeol, via espécies catidnicas, ido
bacharenilo, lupenilo e oleanilo.%

A nomenclatura aceite para os triterpendides mais comuns esta esquematizada na
figura 1.2.13. A enorme diversidade estrutural desta familia de compostos leva a que as
propriedades quimicas dos triterpendides variem numa gama que vai desde os apolares (ex.
hidrocarbonetos triterpénicos) aos muito polares (ex. as saponinas soluveis em agua); os
triterpenos pentaciclicos mais comuns, apresentam a func¢io hidroxilo na posi¢ao C-3 (ver
figura 1.2.14) com esteroisomeria S quando esta funcdo se encontra glicosilada, estes

incluem-se no grupo das saponinas (ex. glicirrizina (7.2.73-2), saponina triterpendide).
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Figura 1.2.13 Nomenclatura e estruturas descritivas dos triterpendides mais comuns.%’
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COOH

COOH o
o o)
¢y (9
o) COOH
OH OH

Glicirrizina (7.2.13-2)

Quantitativamente os compostos pentaciclicos sao os triterpendides mais
importantes, estando largamente distribuidos nas plantas floresciveis.”* Ocorrem de igual
modo em liquenes e fetos, sendo nestes formados via ciclizagao directa do esqualeno. Até
1975 pouco se sabia sobre o seu significado para a planta, e os locais onde sao sintetizados

ou até mesmo sobre o envolvimento dos triterpendides no metabolismo.®

HO

Acido Ursélico (7.2.14-7)  Acido Oleanélico (7.2.74-2) Lupeol

HO

a-Amirina

y-Taraxasterol

Friedelina

Taraxerol

Filicanona Simiarenol Fernenol

Figura 1.2.14 Estruturas dos triterpendides pentaciclicos mais vulgarmente

encontrados nas plantas.®® Notar que se trata sempre do
estereoisémero 3S.
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Os triterpenos pentaciclicos ocorrem por vezes, em grandes quantidades, em
células especializadas de armazenamento, como nos sistemas produtores de latéx, ou sao
secretados para o exterior da célula ou da planta como compostos maioritirios nas resinas e
ceras. Estas incluem entre outros, acidos triterpendicos, triterpendis e triterpenonas (figura
1.2.14).” Por ex. as ceras epicuticulares da macd, uva e arando, contém mais de 40%
(podendo chegar a 70%) de triterpenos pentaciclicos, em que os compostos dominantes sio
os acidos triterpénicos, acido ursolico (7.2.74-7) e acido oleandlico (7.2.74-2) (tigura 1.2.14).

A periderme (camada de cortica) pode também conter grandes quantidades de
triterpenos pentaciclicos (ex. a cor branca da bétula é devida a presenga dominante do diol

triterpénico betulina (7.2.74-3)).

CH:OH

HO

Betulina (7.2.74-3)

Muitos sdo os trabalhos que sugerem que quanto mais oxigenados sio o0s
triterpenos mais importantes se tornam em termos evolutivos e, no que respeita a sua

actividade biolégica.”

O grupo mais intensamente estudado dos triterpenos é o dos esterdides
(triterpenos tetraciclicos), compostos caracterizados por possuirem o sistema carbonado
tetraciclico do esterano (figura 1.2.15), normalmente substituido, com um grupo hidroxilo
no carbono 3. Os esterdides, no seu conjunto, nao sao considerados verdadeiros
triterpenos, uma vez que o seu esqueleto carbonado possui normalmente C,,-C,, atomos;
no entanto, sao habitualmente tratados juntamente com os triterpenos por derivarem do
mesmo precursot, o esqualeno (7.2.77-7; figura 1.2.11).*

Os fito-esterdides sintetizam-se a partir do cicloartenol mediante uma série de
transformagoes que incluem: abertura do ciclopropano das posi¢des 9-10, desmetilagao das

posicoes 4 e 7, e modificagdes na cadeia C,,. Os esterdides, uma vez formados, podem unir-
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se a agucares, acidos carboxilicos e agucares acilados, para formar, respectivamente, esteril

glicosidos, esteril ésteres e esteril glicésidos acilados.

Nucleo do Esterano

Lanosterol Colesterol

—_—

- HO
N Cicloartenol Obtusifoliol Campesterol

W -

HO HO

24-Metilenolofenol 24-Etilidenolofenol

W /[19:5\/\(\

HO' HO

Estigmasterol B-Sitosterol

Figura 1.2.15 Biossintese de fito-esteréides. Etapas fundamentais.360

As membranas vegetais, embora possam possuir o esterdide, colesterol, sio muito
mais ricas em sitosterol, 24-metilcolesterol (campesterol) e estigmasterol, todos pertencentes

a subclasse dos 4—desrnetilester(')is,(’g’70

variando a propor¢ao destes compostos com o tipo
de membrana e a fungio biolégica que realizam.
Na tabela 1.2.2 encontra-se a nomenclatura geralmente aceite para os esterdides

(notar que, de acordo com a figura 1.2.13, os esteréides sio considerados derivados do
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colestano (7.2.713-7)). Estes podem diferir uns dos outros por varia¢ao no nuicleo (diferengas

no sistema de anéis) e na cadeia lateral.

Tabela 1.2.2 Nomenclatura e estruturas utilizadas para os esterdides.

Nricleo Cadeia lateral Nome

H 17

5a-Gonano

5a-Esterano

R=H 5a-Andostrano
R = Etlo 5a.-Pregnano
N 5a-Colestano
R 20)

~ H
Me eﬁ e 5a-Ergostano

H 5a-Estigmastano

As variagdes no nucleo incluem a estereoquimica em C-5 (50 ou 58), o numero e
localizagao das ligagdes duplas; a presenca de grupos metilo em C-4, C14 e C-19; a
contrac¢ao do anel A a pentaciclo (A-#07); e a presenga de um grupo ciclopropilo na posi¢ao
C9B,19. As diferencas na cadeia lateral podem incluir o nimero e posicdo das ligagdes
duplas; cadeia curta (C-26 ¢/ou C-27-not) ou comprida (C-26 ¢/ou C-27-metilo); com ou sem
ramifica¢Oes que incluem uma a trés unidades carbonadas (C,-C;) normalmente em C-22, C-
23, C-24 e/ou C-25; e a estereoquimica na cadeia lateral, patticularmente em C-22 e C-24. Os
esterdis sdo muitas vezes agrupados em trés subclasses: os 4,4-dimetilesterdis, os 4o.-
metilesterdis e os 4,4-desmetilesterdis. Todas as consideragdes efectuadas se aplicam
também aos triterpendides.

Durante décadas pensou-se que os omnipresentes esterdides (sitosterol,
estigmasterol, e campesterol (figura 1.2.15)) teriam nas plantas actividade hormonal, pois ao

serem adicionados a um vegetal causavam alteragdes no seu crescimento. Actualmente
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acredita-se que estes compostos exercem uma acg¢ao indirecta, a0 actuar como precursores
biossintéticos de outros compostos com verdadeira ac¢ao hormonal. Os primeiros registos
da acgdo dos esterdides como reguladores do crescimento vegetal devem-se a experiéncias
realizadas na década dos anos 70 onde se verificou que extractos de pélen de Brassica napus

L. produziam um forte efeito activador do crescimento dos tecidos vegetais.

OH

OH
HO

HO [e)
(o)

Brassinolido (7.2.75-2)

A partir destes extractos isolou-se um composto activo no estado cristalino, o
brassinolido (7.2.75-2), que ¢ um esterdide de anel-B-seco sendo provavelmente derivado do
24-metilenocolesterol ou campesterol.” Desde a descoberta deste composto até ao
momento, encontraram-se nas plantas numerosas estruturas similares que possuem o

mesmo efeito promotor de crescimento.

Até a descoberta das hormonas esteroidicas vegetais, os Fito-esterdis eram os
unicos triterpendides com fungbes conhecidas no metabolismo da planta (actividade
hormonal). Actualmente acredita-se que os fito-esterdides desempenham nas membranas
vegetais as mesmas fun¢des que o colesterol nos animais (actua na fluidez, controlo da

permeabilidade e confere estabilidade as membranas).”

Os tetraterpenos sao compostos de 40 atomos de carbono, formados pela uniao
de 8 unidades isoprénicas. Em geral, apresentam uma série de duplas conjugadas, ¢ um ou

dois anéis (figura 1.2.10).
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= = = NS OPP
(2 x) Geranilgeranil pirofosfato l

a-Caroteno

Figura 1.2.16 Biossintese de carotenéides. Etapas fundamentais.”

Os tetraterpenos que carecem de oxigénio nas suas moléculas constituem o grupo

dos carotenos (o- e B-, 7.2.77-1 e 1.2.17-2, respectivamente), ¢ 0s que possuem 0xigénio
> > Tesp ) que p &

pertencem ao grupo das xantofilas, de entre as quais se destacam a luteina (7.2.77-3), a

violaxantina (7.2.77-5) e a neoxantina (7.2.77-4), pela sua ampla distribuicao (figura 1.2.17).

e S

a-Caroteno (1.2.17-1) p-Caroteno (1.2.17-2)

OH OH
K ; ~.
N N HO N
) OH 0
HO o' HO

Luteina (1.2.17-3) Neoxantina (1.2.17-4) Violaxantina (1.2.17-5)

R R

Criptoxantina (7.2.17-6) Zeaxantina (1.2.17-7)

Figura 1.2.17 Exemplos de algumas estruturas tetraterpénicas.
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Os carotendides dividem-se em 4 grupos gerais: hidrocarbonetos (carotenos),
derivados ceténicos ou hidroxilicos (xantofilas), carotendides acidos e éteres de xantofilas.
Os carotenos e as xantofilas existem nas folhas de todas as plantas, e também nas flores e
frutos; localizam-se nos plastos, e participam activamente na fotossintese. As principais
fungoes fisiolégicas dos carotenos consistem em actuar como pigmentos acessorios da
fotossintese, além de exercer uma func¢do fotoprotectora, protegendo da oxidagao as
clorofilas.

Com a alteragio de cor durante a maturacio dos frutos produz-se o
desmantelamento do aparato fotossintético localizado no cloroplasto, embora este processo
nao seja um requisito essencial para a sintese de pigmentos. A via de sintese dos
carotenodides do tomate, tem sido estudada em detalhe devido a importancia comercial dos
frutos corados. Quando os carotendides se acumulam, o fruto toma inicialmente uma cor
laranja e, posteriormente, vermelha pela deposicao de licopeno (7.2.76-1, figura 1.2.16).
Além disso, acumulam-se outros carotenoides, tal como os precursores incolores fitoeno e
fitoflueno. Os carotendides também estao presentes nos frutos antes da maturagao, como se
observa no tomate e na banana. A sua sintese continua durante a matura¢ao no fruto do
tomate, mas nao na banana. A temperaturas superiores a 30 °C da-se a inibi¢ao da sintese de
licopeno nas variedades susceptiveis, mas nao a acumula¢io de -caroteno, originando uma
coloracio amarela.

O miolo dos frutos do medronheiro (Arbutus unedo) é colorido de amarelo pelos
carotenos: Licopeno, PB-Caroteno, a-Caroteno; e as xantofilas: Violaxantina, Zeaxantina,

Luteina e Criptoxantina (ver figura 1.2.17).”*7
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Isolamento e Identificacao de
Metabolitos Secundarios

1.3.0

Na ultima década o estudo de produtos naturais biologicamente activos tem
mudado substancialmente. As alteragdes compreendem a seleccio dos materiais de partida,
as técnicas de isolamento, as técnicas de elucidagao estrutural, a avaliagao bioldgica e a
biossintese.

A extracgao, isolamento, e identificacio de pequenas quantidades de produtos
naturais provenientes de matrizes complexas é hoje o maior objectivo no estudo dos
produtos naturais. As técnicas cromatograficas utilizadas incluem a cromatografia de contra-
corrente de gota (DCCC), a cromatografia de contra-corrente de rotagao locular (RLCCC),
a cromatografia de partilha centrifuga (CPC), a cromatografia sob pressao (flash)(FC), as
técnicas de fase reversa (RP), como a cromatografia em camada delgada (TLC) ou a
cromatografia liquida de alta pressaio (HPLC), cromatografia gas-liquido (GC), e a
electroforese capilar (CZE).”"™

As técnicas de elucidacdo estrutural de produtos naturais tém-se alterado pouco
nos dltimos anos, continuando a ser utilizadas a espectroscopia de infravermelho (IR),
espectroscopia de ultra-violeta (UV), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(NMR), espectrometria de massa (MS) e a espectroscopia de dicroismo circular (CD).

A ionizagdo de electrospray (ESI) introduzida em 1984 por Fenn & Yamashita,”
revolucionou de muitas formas a acoplagem “on-line” HPLC-MS.” Igualmente a utilizagio
da espectrometria de massa de ciclotrado de resolucao i6nica com transformada de Fourier
(FTICRMS) e o tandem-MS em sistemas de quadropodlos triplos ou sistemas de armadilha
de ides (ITD), resultaram num aumento exponencial da informagao nos tltimos 20 anos.” ™

A determinacdo da configuragao absoluta em produtos naturais biologicamente
importantes continua a ser um desafio dificil. Apesar dos resultados obtidos com as
separacoes quirais em GC e HPLC, a espectroscopia de dicroismo circular (CD) tem-se

revelado uma técnica muito atil na atribuicido da configura¢io absoluta de novos

metabolitos. Contudo sao necessarios dados experimentais de estruturas semelhantes ou
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que as estruturas se ajustem as regras empiricas do dicrofsmo circular.*>™ A utilizacio
complementar das técnicas HPLC-NMR/HPLC-MS/HPLC-CD permitiu recentemente a
elucidagao estrutural completa, incluindo a configura¢do absoluta de novos metabolitos
(alcaléides) em extractos de plantas.”

A diversidade de metabolitos secundarios existentes nos frutos torna, por vezes
necessaria a utilizacao de técnicas de isolamento direccionado e identificacao selectiva de

familia(s) quimica(s).

1.3.1 Acidos Carboxilicos

Entre os métodos mais classicos de isolamento, separacao e identificagao de acidos
carboxilicos nas plantas (frutos incluidos), encontram-se a extrac¢ao, destilagdo
(normalmente destilacdo por arrastamento de vapor, destilagio fraccionada a pressiao
reduzida e destilacaio molecular), a cristalizacao (dos acidos em natureza ou derivatizados na
forma de sais), a distribuicdo de contra-corrente e os métodos cromatograficos:
cromatografia de partilha em coluna, cromatografia de partilha em papel, em fase normal
(NP) ou fase-reversa (RP) e cromatografia em camada delgada.’™ A cromatografia gas-
liquido, devido sobretudo a sua elevada resolugio, é hoje em dia o método cromatografico
mais utilizado e sem didvida o método mais efectivo para analise qualitativa e quantitativa de
misturas de acidos carboxilicos, dando inclusive alguma informacao acerca da estrutura de

37,86,87 e e ~
%" Os acidos carboxilicos sao normalmente separados na forma de

acidos desconhecidos.
ésteres metilicos (etilicos ou sililicos), embora para os acidos mais volateis (C;-C,) sejam
preferidos derivados de cadeia mais comprida como os ésteres butilicos, decilicos ou

37,78,86
outros.”” ™™ A

identificacdo dos compostos de uma mistura desconhecida ¢ efectuada
através da comparacao dos tempos de retencao, tr, dos picos obtidos com os de padrdes, de
preferéncia em pelo menos dois tipos de colunas com polaridade diferente e isto porque,
em alguns casos, existe a possibilidade de co-eluicao de compostos num tipo de coluna nao

acontecendo o mesmo quando a polaridade ¢ alterada.
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Nos dltimos anos tem havido um grande incremento na utilizagio do HPLC na
separacao de acidos carboxilicos, principalmente os que possuem grupos funcionais
diferentes de insatura¢des (tipo hidroxilo, alcoxido, carbonilo, entre outros).88 No entanto,
salvo algumas excepg¢oes, a cromatografia gas liquido de alta resolugao (HRGC) tem-se
mostrado mais eficiente devido a sua capacidade de detectar quantidades inferiores (analise
vestigial por exemplo) e também devido a sua muito maior resolugio.**”* Nos métodos de
determinacdo de estrutura mais cldssicos incluem-se a espectroscopia de ultra-violeta’" -
normalmente muito atil na determinagdo de insatura¢oes conjugadas, a espectroscopia de
infravermelho’ - de particular importincia no reconhecimento de grupos funcionais nio
usuais nos acidos e também na deteccao de ligagdes duplas #rans (E), a espectroscopia de

Al Las 37,78,90
ressonancia magnetlca nuclear’™

- especialmente util na determina¢ao de novas estruturas
e, a espectrometria de massa.

A cromatografia gas-liquido associada a espectrometria de massa (GC-MS), ¢ hoje
o método mais utilizado na separagdo e identificagido dos constituintes de misturas de acidos
carboxilicos principalmente na forma de ésteres metilicos.”™" Os espectros de massa de
impacto electronico (EI) dos ésteres metilicos dos 4acidos carboxilicos encontram-se
estudados exaustivamente.”””” Da sua interpretagio ¢ possivel saber o comprimento da
cadeia carbonada, o nimero de insaturagdes presentes, determinar a posi¢ao de ramificagao
de grupos metilo ou fun¢des oxigenadas. Infelizmente, devido a ocorréncia de migracao das
ligacSes duplas anterior a fragmentagao, nao é possivel, s6 por GC-MS, determinar a sua
posicao nos acidos, sem ter que recorrer a utilizaciao de padroes. No entanto, a utilizagao de
um método mais sofisticado - a decomposigao por colisao activada (CAD) de ides negativos
(M-H)" foi descrita como um método capaz de localizar as ligacdes duplas em acidos mono-

: 93,94 - A s o .
insaturados.” O método s6 é contudo aplicavel em laboratérios que disponham de

espectrometros de massa “Zanders’ de analisador triplo (MS/MS).
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1.3.2 Compostos Fendlicos
Glicosilados - Arbutina

Virios sdo os trabalhos que abordam o isolamento e a identificacio deste
composto glicosilado. Isolada pela 1* vez em 1852 por Kawalier,” a arbutina, foi em seguida
colocada em evidéncia por diversos autores do mesmo modo que a metilarbutina,
hidroquinona e metil-hidroquinona e diversos taninos, que de uma maneira geral vém
associados em termos extractivos.” > Os teores em arbutina (arbutésido) variam em funcio
da espécie de Ericacea em estudo e reconhece-se que o seu conteudo ¢ particularmente
elevado nas folhas da Uva-ursina (Arctostaphylos nva ursi 1..).

As técnicas de analise qualitativa descritas para estes compostos, polares com
comportamento acido fraco (pKa~10 para a arbutina), vao desde a cromatografia em
coluna (CC) de adsorgio (silica gel) ou técnicas de fase reversa (em RP-18), cromatografia
em camada fina,”” o RP-HPLC,”™ A electroforese capilar.”® Na cromatografia em camada
fina, TLC, de uma maneira geral usa-se a silica gel como adsorvente, em sistemas como
Acetato de etilo: Metanol: Agua (100:17:13), utilizando reveladores especificos: Acido
fosfomolibdico (origina manchas azuis-cinza); Acido sulfanilico-Nitrito de sédio (4,5%)
seguida de pulverizagio com KOH 2M (origina manchas vermelhas); reagente de Mi/lons
(solu¢ao de mercurio em 4cido nitrico fumante) (origina manchas amarelas); ou ainda
recorrendo ao reagente Berlin biue (FeCl,-Hexacianoferrato de potassio).'”

Os processos quantitativos mais vulgarmente utilizados sio, entre outros, a
quantificacdo por HPLC, por electroforese capilar, polarimettia ou a colorimetria *> "% 10"
" A sua quantificagao por RP-HPLC-RI, eluente Metanol:Agua (1:9), em coluna RP-18,
utiliza o resorcinol como padrio interno visto este fenol nao ocorrer naturalmente nas

folhas e possuir caracterfsticas quimicas semelhantes a0 analito fenélico.””
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1.3.3 Mono-, Sesqui- e Diterpenos

A andlise de mono- sesqui- e diterpenos reveste-se de caracteristicas especificas,
que reflectem a reduzida concentragdo destes compostos nas plantas (caso particular dos
frutos) podendo ir dos picogramas até aos miligramas por quilo,"”'” bem com a enorme
diversidade de caracteristicas quimicas dos componentes. A escolha do método extractivo a
utilizar para estes compostos de pequena massa molecular (e baixo ponto de ebuli¢ao), tem
que ser ponderada. Existem métodos extractivos variados, promovendo cada um alteragdes

qualitativas e quantitativas da composicio final do extracto, sem incluir os factores

B . . . , . " 106-122
endégenos como a diversidade de composicio entre espécies (factores genéticos),'”

diferentes graus de maturacdo, ou outros factores externos ambientais e/ou climatéricos,
composicao do solo, etc. Com o objectivo de serem obtidos extractos que reflictam de um

modo mais rigoroso (“fiel”) o teor da matriz original, foram desenvolvidos variados

, . N o1 106,108,113,120-152 .t
sistemas  extractivos ~como a  extrac¢ao  liquido-liquido, " T solido-

122,141,142,147,149,153-162 149,157,160,163-171

liquido, a destilagao a pressao reduzida, a hidrodestilacao

1173174

extraccio (SDE)'” (a pressio norma e a pressio reduzida'™'™), a extraccio de

55 166,173,181-184 185-187

7 headspace”, e mais recentemente, a extracgao com fluidos supercriticos, (SFE)
. ~ 10 188-190

e a microextraccio em fase solida, (SPME)."**"”

Nos extractores continuos SDE o vapor de agua é extraido pelo vapor do solvente

, ~ ~ 190
extractor também em condensa¢ao, levando a elevadas taxas de recuperagao. = Este

191,192 193,194)

extractor foi desenvolvido por Likens-Nickerson (sofrendo posteriores altera¢oes
De uma maneira geral este processo extractivo decorre a pressao normal mas é possivel a
utilizagdo a pressao reduzida (minimizando a formacdo de artefactos proveniente dos
compostos mais termolabeis). Pese embora o facto da destilagao por arrastamento de vapor
ser um método extractivo criticado por alguns autores,'” levando a uma distorcio, mais ou
menos acentuada, do perfil da composicao de compostos extraidos, visto serem extraidos
apenas os compostos que destilam simultaneamente com a agua, continua no entanto, a ser
o método de extrac¢ao mais divulgado na analise destes compostos de pequena massa

115,143,166,194-212
molecular.
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No que respeita as técnicas de Head-space e Purge &> Trap, as criticas apontam para o
facto destas técnicas permitirem apenas a recuperacdo dos metabolitos mais volateis.”"’
Quanto a extraccio SFE, esta permite o isolamento de compostos semi-volateis, mas
durante o passo de despressurizacio pode ocorrer discrimina¢ado na recuperagio dos
compostos polares e algumas perdas de metabolitos volateis.”"

A cromatografia gas-liquido de alta resolugio (HRGC) e a sua associagio a
espectrometria de massa sao as técnicas mais utilizadas na analise de mono-, sesqui- e
diterpenos em misturas complexas.”**> A anilise de matrizes naturais complexas em
quantidades pequenas (na ordem dos 10” a 10"* g por quilo de amostra original) ¢
normalmente efectuada utilizando sistemas cromatograficos que permitem que a amostra
apos a injeccao seja repartida por duas colunas de diferente polaridade possibilitando uma
melhor discriminacdo dos seus componentes, permitindo a “localizagio” de co-eluigdes.”"’
No caso de amostras “ricas em componente volatil” ¢é muitas vezes utilizada a
cromatografia liquida em coluna (CC) como método de sub-fraccionamento da mistura
anterior a sua analise.'™'” O extracto ¢ sub-fraccionado segundo a polaridade dos

141,154,162,212
componentes 7T

(fase normal ou fase reversa), ou segundo a massa molecular dos
compostos recorrendo-se para tal a cromatografia de exclusio molecular.” Deste modo sio
obtidas sub-frac¢bes do extracto inicial, de menor complexidade, facilitando a posterior
separagao cromatografica e, reduzindo a probabilidade de co-elui¢oes indesejaveis durante a
cromatografia gasosa. No entanto, os métodos de sub-fraccionamento tém algumas
desvantagens nomeadamente perda de amostra durante o procedimento, produgiao de

artefactos ou ainda a introduc¢ao de impurezas. Além disso o fraccionamento nem sempre é

fol 21
previsivel.”"

48



Introducio

1.3.31 GM - MS
I'TD versus Quadropolo

Como ja foi anteriormente referido a espectrometria de massa, especialmente a sua
associagao a cromatografia gasosa (GC-MS), tem um desempenho preponderante na
identificacao da componente volatil das plantas (flores/frutos).

Sio dois os detectores mais utilizados em GC-MS: o de quadropdlo (QMS) e o de
armadilha de ides (ITD). O detector de massa “lonz Trap”, I'TD, muito popular, em termos
conceptuais possui (consideraveis) diferengas em relagio ao espectrometro de massa de

quadropolo (QMS), as quais se reflectem nos espectros obtidos.

Filamento
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Figura 1.3.0 Esquema geral de funcionamento dos detectores de massa de quadropodlo,
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Figura 1.3.1 Esquema geral de funcionamento dos detectores de massa de armadilha de
ides, ITD incluindo (a) a formacio de ides e (b) a filtracio madssica. Os
trés anéis: superior, RF e inferior, fazem parte dos eléctrodos de captura
i6nica.?!’

49



J.P.Noronha, Metabolitos Secundérios do Fruto de Arbutus unedo 1..

Nas figuras 1.3.0 e 1.3.1 descrevem-se os esquemas gerais de funcionamento dos
detectores de massa de quadropdlo, QMS (fig. 1.3.0) e de armadilha de i6es, ITD (fig. 1.3.1)
(neste ultimo, inclui-se o esquema da formagao de ides () e, da filtracio massica (b)).

O ITD possui um varrimento (scanning) numa gama de massas de 10 a 650 u.m.a.
com uma velocidade de varrimento que vai dos 0,125 aos 2,0 segundos/scan por gama de
massas seleccionada. O termo espectrometria de massa I'TD difere da espectroscopia de
massa de quadropdlo uma vez que, neste, os ides sio guardados (#apped) no sistema de
eléctrodos de captura idnica e ejectados selectivamente enquanto que num quadropdlo este
produz os ides estaveis selectivamente.

A armadilha de i6es (IT) ao usar ionizagao pulsada faz com que os ides sejam
criados, armazenados e libertados numa ordem crescente de massas. Em contraste o QMS
possui ionizagio continua. O facto do IT funcionar numa gama de vacuo inferior (10°a 10°
’ torr, hélio em contraste com os 10° a 10° torr do quadropdlo) o que implica a
manuten¢ao dos ides na armadilha (#4p), associado ao facto da libertagio de ides de
determinada massa molecular ser efectuada por um aumento faseado da voltagem de
radiofrequéncia, RF (fazendo com que os ides instaveis saiam da armadilha), faz com que
este detector utilize uma superior quantidade de amostra (~50%, enquanto que o
quadropolo apenas usa 0,1-0,2% dos ides para analise) resultando numa sensibilidade
superior deste detector podendo atingir os 5 pg.

Em contraste, no “zon trap” (ITMS) e com base num ‘“Scan” sobrecarregado (figura
1.3.2b) obtém-se como picos minoritirios os ides M/z 85, 100, 111 e 129 (M+1), devido a
auto-ionizagao quimica (space charging). No entanto, da analise do espectro correspondente a
um “scan” da frente do pico (figura 1.3.2¢), verifica-se a presenca do ido molecular (M/Z 128)
mas o M/z 71 ¢é notavelmente reduzido, quando comparado com o do espectro antetior.
Neste caso, nenhum dos “scans” é semelhante ao do espectro obtido em quadropdlo.

Além disso, ocorre uma troca abrupta no espectro mostrando um iio m/z 128
pequeno (c), com o 3o “space charging’ (1o M/z 129). A sobrecarga dos picos pode ser
facilmente evitada; no entanto, em relagao aos componentes minoritarios das amostras (por

vezes em concentracoes ao nivel vestigial) tal nao pode ser feito.
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Figura 1.3.2 Comparacio dos espectros da 3-metil-4-heptanona obtidos com
espectrometros de massa de quadropdlo wversus ion trap; (@)
Espectro de quadropdlo da 3-metil-4-heptanona; (b) Espectro
de 7on trap da 3-metil-4-heptanona de um “an” do topo do pico,
(conc. elevada); (c) Espectro de son trap da 3-metil-4-heptanona
numa zona do pico nao sobrecarregada.

Uma outra técnica on-/ine para a determinacao estrutural de compostos de pequena
massa molecular consiste na cromatografia gasosa acoplada ao infravermelho com
transformada de Fourier, HRGC-FTIR (“Fowurier Transform Infrared”). Esta técnica tem como
vantagem a detecgdao nao destrutiva levando a elucidagao estrutural de isémeros, de posicao
e geométricos, em misturas complexas. No entanto na sua utilizagdo surgem por vezes
problemas devido a baixa sensibilidade e gama dinamica quando comparada com a HRGC-

MS.Zlg
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1.3.4 Triterpendides

As técnicas de extraccao e isolamento de triterpendides ndo tém na literatura um
método universal, uma vez que a técnica extractiva adoptada é normalmente determinada
pelo material a extrair e condicionada pelas informagoes ja existentes acerca da natureza dos
triterpendides presentes (livres, glicosados e/ou esterificados). No entanto, nos processos
extractivos os solventes mais utilizados sio misturas cloroférmio-metanol e a acetona,
estando também descritos o cloroférmio, o diclorometano, o éter de petréleo e o etanol.
Normalmente uma pequena percentagem de agua (2-7%) é adicionada se o material estiver
seco, pois a sua presenga aumenta o rendimento da extrac¢io de triterpendides.” Apés a
extracg¢ao, procede-se habitualmente a separagao dos triterpenodides em subclasses. Também
aqui os métodos sao diversos, estando descritos o fraccionamento com solventes, a
sepatracio utilizando diversas técnicas cromatograficas como CC de adsorcio (silica gel e/ou
alumina) de fase reversa ou de argentacao ou, sendo a quantidade de extracto pequena, por
TLC e, por HPLC.?"**

Na separagao individual de triterpendides utilizam-se a CC de adsor¢ao (silica gel
ou alumina) ou de fase reversa (Sephadex I.H20), TLC de adsor¢io, de fase reversa ou de
argentagao e HPLC, sendo actualmente o HPLC a técnica mais comum por possuir
menores perdas, gerar menos artefactos e permitir maior resolugdo, vantagens estas
relativamente a TLC e a CC; a GC, nesta fase, é principalmente utilizada como técnica
analitica para acompanhamento do grau de pureza dos produtos isolados.”***>?%**’

Na elucidagao estrutural dos triterpendides, é fundamental a utilizacao de técnicas
espectroscopicas como NMR, MS, UV, IR, e por vezes o raios-X para a identificacdo
inequivoca.””’

A espectroscopia de NMR contribui para a identificagio do esqueleto carbonado
tetra- ou pentaciclico e a localiza¢ao tanto dos grupos funcionais como das ligagdes duplas
existentes que, poderao estar dentro do nicleo (ou na cadeia lateral, no caso dos esterdides)

sendo em ambos os casos importante a determinacao das suas posi¢coes e estereoquimica. A

natureza e orientagdo dos grupos substituintes no esqueleto tetra- ou pentaciclico
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determinam, de um modo aproximadamente aditivo; os valores das frequéncias de
A : : 1 228 229,230
ressonancia dos grupos metilo angulares C-18 e C-19, no espectro de H-NMR.™ Zucher,
Arnold et al®" e Coben e Rock™ tabelaram os deslocamentos quimicos dos metilos angulares
para mais de trezentos triterpenos tetraciclicos (esteréides) de estrutura conhecida e,
calcularam os incrementos dos deslocamentos para um vasto leque de substituintes em

/? efectuaram o estudo por 'H-NMR dos grupos

diferentes posi¢des do nucleo; Lebn et a
metilo de triterpenos pentaciclicos da série lupano. Comparando os deslocamentos
quimicos dos grupos metilo angulares de um composto desconhecido com os valores
calculados a partir da tabela de Zucher, pode estabelecer-se um principio de correlacio
quimica. Em trabalhos publicados podem encontrar-se dados relativos a esterdides dos
grupos do ergostano e colestano compilados por Harmmer e Stevenson™ e, do grupo do
lanostano por Hemmert et al”>” e Coben et al,” verificando-se a consisténcia do principio da
adictividade dos incrementos dos desvios quimicos para compostos de diferentes cadeias

laterais. A influéncia da cadeia lateral nos deslocamentos quimicos dos grupos metilo
angulares, faz-se sentir sobretudo em C-18 ¢ C-32 (caso exista), especialmente no caso de
cadeias com sistema de electrdes 7 deslocalizados.”

A dificuldade na identificagio dos grupos metilo nos triterpenos tetra- e
pentaciclicos, devido a sobreposicao das suas ressonancias no espectro de 'H-NMR, pode
ser superada pela utilizagio de reagentes paramagnéticos de deslocamento, como o
Eu(dpm), ou o Eu(fod),.”"** O reagente de desvio Lantanideo Eu(dpm), tem sido usado
para caracterizar os metilos de triterpenéides.””** Como resultado da andlise espectral de
'"H-NMR de derivados Urseno na presenca de Eu(dpm), mostrou que os desvios de
pseudocontacto de triterpenos bifuncionais pode ser calculado como o somatério dos
correspondentes desvios dos respectivos compostos monofuncionais.”*’ Numa experiéncia,
com o uso de Eu(fod); permitiu total registo dos 8 sinais metilicos de urs-12-enos e a
avaliacio do efeito de substituintes em C-3, C-11 e C-17 nos sinais metilicos.”** Num
trabalho de Romeo e al** registam-se os resultados dos espectros Eu(fod), de 12
triterpendides  relacionados com o urs-12-eno. As frequéncias de ressonancia e
multiplicidade dos protdes geminais aos grupos hidroxilo e acetato do nicleo esterdlico

246

foram utilizadas por L. Swith™ na elucidagao estrutural de hidroxi-esteréides. A forma do

multipleto correspondente a ressonancia do protio metino CH-OH, fornece uma
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indicagio da posicdo e configuragio do grupo hidroxilo no nicleo.””” A relagio existente
entre a configuragao e arranjo espacial dos grupos substituintes no nucleo esterdide e, as
constantes de acoplamento | dos protoes vicinais H-C-C-H’ e geminais H-C-H, foi
analisada por Bhacca e Williams.** Uma revisio da identificagio de ester6is por 'H-NMR foi
efectuada por Farines e Soulier.*”

Os espectros de "C-NMR sio, por vezes, mais tteis do que os de 'H-NMR na
andlise estrutural de moléculas, devido a grande sensibilidade dos desvios quimicos de "C
face a mudangas estruturais e também porque cada atomo de carbono na molécula pode,
normalmente, ser examinado individualmente.”"*’ Virios sdo os trabalhos de revisio sobre
os estudos de "C-NMR nesta vasta classe de compostos, podendo destacar-se, os dados
relativos aos desvios quimicos de "C-NMR de mais de duzentos compostos da série
ursano/oleanano (e seus derivados) compilados por S. Kang™* Mahato et al? fazem uma
compilagdo sistematica dos desvios de PC de cerca de quatro centenas de triterpendides
pentaciclicos. Quanto aos triterpenos tetraciclicos, os desvios quimicos de grande nimero
destes compostos foram compilados e tevistos por Blunt e Stothers™ e Smith Kang™'

257

Contudo, apenas Akihisa™" fez um registo sistematico dos desvios de BC de esterdis, tendo
compilado e revisto em particular os dados de "C de 4,4-desmetilesterdis e 4,4-
dimetilesterdis.

O desenvolvimento de técnicas de NMR bidimensionais (2D-NMR) tem
permitido o desenvolvimento de métodos de atribui¢ao muito udteis na area da quimica dos
produtos naturais incluindo os triterpenéides.227’258 Varios sdo os trabalhos nesta area®**">"!
podendo-se destacar os trabalhos de Reymolds et al”® onde se efectua a atribuigio total de
espectros de PC e 'H-NMR de triterpendides e outro de Croasmun e Carlsor” que
publicaram um extenso trabalho sobre a analise estrutural de esteréides por técnicas de
NMR bidimensionais.

83,84,263,264

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) e a analise de difraccao de

. 265,266
raios X7

sao também duas importantes ferramentas a ter em conta na elucidagdo
estrutural individual dos triterpendides.
As espectroscopias de absor¢ao de UV e IV sio métodos excelentes para a

confirmagao da presenca e localizagao relativa de grupos funcionais. A analise de
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triterpenodides por espectroscopia de absor¢ao tem sido extensivamente publicada. A

T Silverstein et al.,”™® Acusia- Johnson e Oeblschlager”

destacar sdao os trabalhos de Bellamy,

A espectrometria de massa (MS) tem sido crucial para a elucidagio estrutural de
triterpenodides. Com o objectivo de localizar grupos funcionais e ligagdes duplas no nucleo
tetra- ou pentaciclico, recorre-se habitualmente a espectrometria de massa (MS) ou as
técnicas acopladas GC-MS e/ou HPLC-MS. Nestas ultimas poder-se-2o utilizar técnicas
especificas, como a monitoriza¢ao de iao unico (SIM) ou a monitoriza¢ao multipla de ides
(MIM), para aumentar a sensibilidade do espectrometro de massa, util na analise de
pequenas quantidades.”” A interpretagio da clivagem observada nos espectros de massa
tem sido objecto de inimeros estudos. Djerassi et al’’' registaram os padrdes de
fragmentacao de triterpenoides pentaciclicos pertencendo as séries oleanano, ursano e
lupano (bem como oleanenos, ursenos e lupenos rearranjados, com as duplas ligagoes em
varias posi¢des). Este trabalho foi determinante para o correcto estabelecimento do padrao
de fragmentacao retro-Diels Alder (RDA) de oleanenos e ursenos C-12 insaturados. Em
trabalhos de Ogunkoya™” e Shiojima™” registaram-se os espectros de massa de mais de uma
centena de triterpendides pentaciclicos saturados e insaturados de variadas séries, sendo
racionalizada a geragdo de varios fragmentos caracteristicos a partit dos esqueletos
carbonados com duplas ligacdes no(s) sistema(s) policiclico(s). Entre os triterpenoides mais
estudados encontram-se os esterdis, por serem habitualmente os mais abundantes. Em
relacio a estes e, salientando apenas alguns trabalhos, Zaretskii’* e Gongilez et al’”
estudaram as fragmentacGes observadas variando a natureza e posi¢do dos grupos
substituintes no nucleo e na cadeia lateral, Galli ¢ Maron/”® verificaram o efeito da posigio
das ligagoes duplas na cadeia lateral sobre a fragmentacio observada, estudo também
efectuado por Wyllie e Djerassi”” e por Djerassi’™ e ainda dois trabalhos de revisio recentes
cobrem a influéncia das modifica¢Ses estruturais na clivagem observada por espectrometria
de massa.”"*” Um artigo pioneiro e muito importante é o de Brooks et al™ que estudaram a
espectrometria de massa dos derivados trimetilsililo de 28 esterdis.

A combinacio do HPLC com a MS tornou-se uma técnica praticavel, apos largos
anos de pesquisa dedicada as interfaces. A primeira interface “aplicavel” surgiu em 1973
num trabalho de Baldwin e Mclafferty.”® A evolugio da acoplagem entre o HPLC e a MS nio

tem sido linear uma vez que as condi¢oes normais de operagao de um espectrometro de
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massa (alto vacuo, temperaturas elevadas, operagao em fase gasosa e velocidades de fluxo

reduzidas) sio opostas as condic¢Oes utilizadas em HPLC, nomeadamente a operacio em

fase liquida, pressoes elevadas, velocidades de fluxo elevadas e, temperaturas relativamente
. 283 ~ , . . . . L.

baixas.” Sdo varias as interfaces existentes possuindo cada uma caracteristicas e gama de

aplicagdes proprias na anilise de metabolitos secundarios de plantas.*”** De entre as

. . . ).2.

interfaces comercialmente existentes destacam-se: o “Zermospray” (TSP),**™ o “dlectrospray

79,80

tonisation” (ESI),”™™ o bombardeamento rapido de atomos de fluxo continuo (CF-FAB)

80,286

(“continnons flow fast atom bombardment”),”™" a ionizac¢ao quimica a pressao atmosférica (APCI)

; . . . . b
(“atmospheric pressure chemical ionisation”)**”

e ainda o separador de feixe de particulas
(PBS).****** Com excepgio do separador de feixe de particulas (PBS), todas elas produzem,
principalmente, informac¢ao acerca da massa molecular. O LC-TSP-MS permite de um
modo satisfatério a ionizagao de constituintes moderadamente polares como polifendis ou
terpendides (gama de massas 200-800 u.m.a.). Para moléculas polares maiores como as
saponinas (MM>800 u.m.a.), a CF-FAB ou o ESI sido os métodos de escolha.*™*" A
fragmentagao nao ¢ previsivel, sendo no entanto explicavel a posteriori. A quantidade minima
detectavel em HPLC-MS é dependente da interface e do tipo de compostos. Limites de
detecgio normais estio na gama 5-100 ng.””” A técnica tem sido aplicada nos casos em que
apresenta vantagens relativamente ao GC-MS. No entanto, casos ha em que a cromatografia
em fase gasosa requer derivatizagdo extensiva, podendo ser incompleta ou resultar em
produtos multiplos. Num recente trabalho,” vinte triterpendides sio analisados por RP-
HPLC-MS usando a ioniza¢ao quimica a pressao atmosférica (APCI). Também o detector
APCI-(MS-MS) tem sido utilizado como detector (muito sensivel), neste tipo de compostos,
por aplicacdao da monitorizacao de ido seleccionado (SIM) e/ou de reaccio maltipla (MRM)
(“Multiple-Reaction Monitoring”), tirando o maximo rendimento da enorme selectividade deste

: 287,293-295
sistema fandemn.”"
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2.0.0 RESULTADOS e
DISCUSSAO
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vi Legenda da ilustracao da pagina anterior - Arbutus unedo: a - ramo florido e frutificado; b - flor; ¢ -
seccdo longitudinal de uma flor; d - gineceu; e - estame; f - seccdo transversal de um fruto maduro. in
“Flora Iberica. Plantas vasculares de la Peninsula Ibérica e Islas Baleares”, Vol. IV, Cruciferae-Monotropaceae,
(Eds.) Castroviejo, S., Aedo, C., Campo, C.G., Lainz, M., Montserrat, P., Morales, R., Garmendia, F.M.,
Feliner, G.N., Rico, E., Talavera and S. E Villar, L., Real Jardin Botdnico, C.S.I.C., Madrid, 1993, 515. (ref®
296).

58



Resultados e Discussio

2.1.0 Extraccao Global

O extracto metanol: agua (1:1) dos frutos de Arbutus unedo foi fraccionado

segundo o esquema sistematico padronizado™’ de extracgio por solventes (esquema 2.1.0).

Extracto Bruto (MeOH:H:0, 1:1)

alc.
pH 8~9
ext. EO

Fase Aquosa Fase Organica
ac. alc.
pH~1 pH~12
ext. EO

Fase Aquosa  Fase Orginica Fase Aquosa Fase Organica

Fracgao I Fracgao II alc.
(Neutros Polares) (Acidos Fortes) ac.
pH~1 pH~14
ext. ERO ext.NaOH 1M

Yy
Fase Organica Fase Aquosa Fase Organica
Fracgao III

(Acidos) ac. ale. ac.
pH~1 pH 8~9 pH ~1
ext. ERO ext. HCIIM

Fase Organica Fase Aquosa Fase Organica

Fracgio IV FracgaoV  Fracgio VI
(Fendis) (Basicos) (Neutros)

Esquema 2.1.0 Sequéncia do fraccionamento por solventes utilizado para os
medronhos a partir do extracto bruto (metanol : agua, 1:1).

A analise preliminar das seis sub-frac¢des obtidas (I, II, III, IV, V e VI)
efectuou-se por cromatografia em camada delgada (TLC) com a utilizacao de

reveladores especificos de acordo com a funcionalidade esperada para cada fraccio
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(esquema 2.1.0), de modo a estimar a sua complexidade. Iniciou-se o conhecimento da

composi¢ao quimica das diversas fracgoes pela frac¢ao neutra (fracgao VI).

2.1.1 Composi¢io em FEsteres de
Acidos Carboxilicos

O estudo da fracgao neutra (fraccio VI) decorreu em duas fases. Do seu estudo
preliminar, utilizando a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, GC-MS,
concluiu-se que esta frac¢ao era predominantemente constituida por ésteres metilicos e
etilicos de acidos carboxilicos de cadeia carbonada longa e por triterpendides (figuras 2.1.1

e2.1.2).

Triterpendides

ERT
s

'

"

"

"

”

" -
.

]

A
(T3

L]

<
"m
™

Figura 2.1.1 Cromatograma HRGC do extracto em natureza, da fraccdo neutra (fracgio VI) dos
frutos de Arbutus unedo. Condi¢des expetimentais: forno: 50° - 4,5°/min. - 300 °C (25
min.), (ver Parte Experimental).

Para o estudo da sua composi¢io em ésteres de acidos gordos, recorreu-se a
cromatografia gas-liquido de alta resolucago (HRGC), bem como a sua associacio a
espectrometria de massa (HRGC-MS). As figuras 2.1.1 e 2.1.2 mostram os cromatogramas

obtidos (GC e TIC respectivamente), para o extracto em natureza.
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168y, 2
(A)

Tuterpendudes 41
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Figura 2.1.2 A - Tracados de corrente iénica total (TIC) e MIM dos dois ides diagnéstico
para ésteres metilicos dos 4cidos carboxilicos B - (M/z 73/74), ¢ C - (M/z 55),
obtido por GC-MS(TD) a partir do extracto em natureza, correspondente a
fraccio neutra (FVI) dos frutos de Arbutus unedo. Forno: 80 °C (4) - 3,5 °C/min -
175°- 7°/min. — 300 °C, (ver Parte Experimental).
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Os compostos foram identificados pela analise dos seus espectros de massa e,
quando possivel, confirmada a sua identidade por comparagao com padroes — co-eluigao
em GC e compara¢ao dos espectros de massa obtidos nas mesmas condigoes.

Foi tido em conta o que foi referido na introdugdo (paginas 44 e 45) - da
interpretagao do espectro de massa de um éster é possivel saber o comprimento da cadeia
carbonada, o nimero de insaturagdes presentes e, determinar a posicao de ramificacio de
grupos alquilo ou fungdes oxigenadas. No entanto e, tal como foi mencionado na
introdugdo, devido a ocorréncia de migracao anterior a fragmentagao a posicao das ligagcdes
duplas s6 foi possivel pela utiliza¢ao de padrdes e execucdo de co-elui¢Ges.

A tabela 2.1.0 descreve a identidade dos picos. Nela estio assinalados os

compostos para os quais nao foi possivel obter padrao.

Tabela. 2.1.0 Composi¢io do medronho em Esteres de Acidos Carboxilicos, (Fraccio Neutra,
FVI). Compostos identificados por GC-MS(ITD). Identidade dos picos assinalados
na figura 2.1.2.

Pi;]‘z Compostos Identificados m/z (int. rel. %)
1 Heptanoato de Metilo (C7:0) 144(M*)(12), 129(8), 115(2), 101(10), 87(41), 74(100), 59(11),
Enantato de Metilo 55(32), 43(61), 41(56)
2 Octanoato de Metilo (C8:0) 158(M*)(13), 143(10), 129(6), 127(21), 115(2), 101(11), 87(40),
Caprilato de Metilo 74(100), 59(38), 57(29), 55(32), 43(34), 41(47)
3 Cinamato de Metilo 162(M*)(41), 161(33), 131(100), 117(3), 103(88), 102(28), 91(9),
77(61), 63(11), 51(48), 44(33)
4 Nonanoato de Metilo (C9:0) 172(M*)(22), 157(2), 143(11), 141(16), 115(3), 101(12), 87(39),
Pelargonato de Metilo 74(100), 59(14), 57(8), 55(32), 43(50), 41(45)
5  Decenoato de Metilo (C10:1) A 184MH(6), 152(2), 130(3), 123(7), 110(11), 101(9), 97(12),
87(46), 83(35), T4(83), 69(53), 67(26), 55(100), 43(80), 41(77)
6  Decanoato de Metilo (C10:0) 186(M*)(8), 155(13), 143(18), 129(6), 115(2), 101(10), 87(39),
Caproato de Metilo 74(100), 57(43), 55(32), 43(58), 41(54)
7  Undecanoato de Metilo (C11:0) 2000M)(11), 169(4), 157(12), 143(14), 129(6), 115(4), 101(11),
87(54), 75(28), 74(100), 59(16), 57(14), 55(46), 43(71), 41(73)
8  Dodecanoato de Metilo (C12:0) 214(M*)(8), 185(2), 171(15), 157(9), 143(14), 129(9), 115(8),
Laurato de Meil 101(9), 97(1), 87(56), 74(100), 69(16), 57(18), 55(39), 43(63),
41(72)
9  Tetradecanoato de Metilo (C14:0) 242(M*)(9), 213(3), 199(17), 185(5), 157(9), 143(23), 129(8),
Miristato de Metilo 115(4), 111(4), 101(11), 87(64), 83(13), 75(17), 74(100),
69(16), 55(46), 43(58), 41(66)
10  Pentadecanoato de Metilo (C15:0) 256(M*)(8), 227(3), 213(9), 199(2), 185(4), 157(10), 143(18),

129(8), 115(2), 111(4), 101(12), 87(61), 74(100), 57(17),
55(38), 43(60), 41(68)
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Tabela. 2.1.0 Composicio do medronho em Esteres de Acidos Carboxilicos, (Fraccio Neutra,
FVI). Compostos identificados por GC-MSUTD). Identidade dos picos
assinalados na figura 2.1.2. (Continuacio).

I’i;;; Compostos Identificados m/z (int. rel. %)
11  Decanoato de hexilo 256(M*)(7), 213(3), 199(2), 185(3), 173(61), 155(8), 140(11),
Caproato do Hexilo 1294, 115(4), 112(5), 111(9), 97(16), 87(8), 85(9), 83(26),
71(25), 70(31), 69(26), 57(88), 55(56), 43(100), 41(41)
12 Tetradecanoato de Etilo (C14:0) 256(M*)(10), 227(2), 213(18), 199(8), 171(4), 157(21), 143(5),
Miristato de Etilo 123(3), 115(6), 110(4), 101(77), 88(100), 73(38), 69(25),
57(21), 55(56), 43(57), 41(45)
13 Hexadecatrienoato de Metilo (C16:3) a)  264(M*)(5), 235(2), 221(1), 167(2), 151(6), 138(2), 127(6),
125(4), 111(5), 97(11), 95(10), 87(44), 83(40), 79(38), T4(85),
69(31), 67(49), 57(34), 55(100), 43(66), 41(82)
14 Pentadecatrienoato de Etilo (C15:3) a)  264(M*)(@), 235(1.5), 221(1), 212(1), 177(3), 171(1.5), 128(4),
123(7), 121(5), 111(6), 101(51), 88(69), 83(45), 81(39), 69(58),
67(49), 57(33), 55(100), 43(61), 41(76)
15  Hexadecanoato de Metilo (C16:0) 270(M*)(9), 241(4), 227(15), 213(3), 199(7), 185(7), 171(9),
Palwitato de Metilo 157(6), 143(28), 129(6), 115(2), 101(11), 87(47), 75(19),
74(100), 69(20), 57(18), 55(44), 43(68), 41(73)
16 Hexadecenoato de Metilo (C16:1) a) 268(M*)(5), 236(4), 214(2), 194(3), 180(5), 166(3), 164(5),
147(4), 143(6), 123(9), 110(11), 109(4), 97(12), 95(6), 87(51),
83(35), 81(15), 75(21), 74(73), 69(54), 67(65), 57(28), 55(100),
43(64), 41(49)
17 Hexadecanoato de Etilo (C16:0) 284(M*)(18), 255(3), 241(17), 227(4), 213(9), 199(8), 185(10),
Palpitato de Etilo 171(7), 157(23), 143(12), 129(8), 115(11), 101(69), 89(15),
88(100), 83(18), 73(41), 71(8), 70(26), 69(26), 57(25), 55(56),
43(60), 41(91)
18 Heptadecanoato de Metilo (C17:0) 284(M*)(12), 255(4), 241(11), 199(13), 185(14), 171(6), 157(8),
Margaroato de Meril 143(23), 129(12), 115(4), 101(11), 87(68), Z4(100), 55(7),
43(92), 41(89)
19  Octadecatrienoato de Metilo (C18:3) 292(MH)(8), 263(3), 249(4), 236(9), 223(5), 191(8), 178(4),
Linolenato de Metilo (n = 9,12,15) 164(9), 163(7), 151(2), 149(10), 137(10), 135(13), 123(8),
121(12), 109(21), 95(52), 81(81), 79(100), 67(96), 55(67),
43(47), 41(99)
20  Octadecadienoato de Metilo (C18:2) 294(M)(6), 263(8), 262(9), 245(4), 220(3), 191(3), 178(10),
Linoleato de Metilo (n = 9,12) 164(11), 149(15), 135(22), 121(16), 109(31), 95(69), 81(100),
69(8), 67(65), 55(21), 43(18), 41(40)
21 Octadecenoato de Metilo (C18:1) 296(M*)(10), 264(14), 242(4), 222(6), 199(8), 180(13), 166(4),
Oleato de Metilo 152(8), 143(12), 123(10), 110(13), 97(12), 87(56), 83(32),
74(93), 69(63), 57(28), 55(100), 43(80), 41(78)
22 Heptadecanoato de Etilo (C17:0) 298(M*)(18), 269(6), 255(10), 241(7), 227(3), 213(8), 199(9),
Margaroato de Etilo 185(10), 171(9), 157(25), 143(12), 129(9), 115(13), 101(63),
89(12), 88(100), 83(17), 73(41), 57(26), 55(44), 43(52), 41(82)
23 Octadecanoato de Metilo (C18:0) 208(M*)(12), 269(6), 255(19), 241(6), 227(3), 213(9), 199(13),
Estearato de Metilo 185(8), 171(6), 157(6), 143(31), 129(11), 115(5), 101(14),
87(73), T4(100), 57(24), 55(52), 43(94), 41(85)
24 Nonadecadienoato de Metilo (C19:2) a)  308(M*)(5), 279(1), 262(7), 245(2), 243(1), 220(2), 191(3),

178(8), 164(11), 150(13), 149(14), 137(10), 135(20), 123(14),
121(15), 109(31), 107(12), 95(58), 81(100), 67(64), 55(20),
53(11), 43(18), 41(41)
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Tabela. 2.1.0 Composicio do medronho em Esteres de Acidos Carboxilicos, (Frac¢io Neutra,
EFVI). Compostos identificados por GC-MSITD). Identidade dos picos
assinalados na figura 2.1.2. (Continuagao).

Pico

Compostos Identificados

m/z (int. rel. %)

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

Octadecenoato de Etilo (C18:1)
Oleato de Etilo

Octadecanoato de Etilo (C18:0)
Estearato de Etilo

Nonadecanoato de Metilo (C19:0)

Eicosatrienoato de Metilo (C20:3)

Eicosadienoato de Metilo (C20:2)

Eicosenoato de Metilo (C20:1)

Eicosanoato de Metilo (C20:0)
Araquidato de Metilo

Eicosanoato de Etilo (C20:0)
Avraquidato de Etilo

Heneicosanoato de Metilo (C21:0)

Docosenoato de Metilo (C22:1)

Docosanoato de Metilo (C22:0)
Bebenato de Metilo

Docosanoato de Etilo (C22:0)
Bebenato de Etilo

Tetracosanoato de Metilo (C24:0)
Lignocerato de Metilo

310(M*H)(6), 284(5), 265(7), 264(11), 245(5), 222(6), 180(13),
166(11), 155(15), 137(13), 135(20), 123(12), 111(16), 101(53),
95(35), 88(86), 83(65), 69(42), 67(29), 57(36), 55(100), 43(32),
41(41)

312(M*)(10), 283(7), 269(13), 255(5), 241(6), 227(5), 213(8),
199(8), 185(10), 171(6), 157(22), 143(13), 129(10), 115(14),
101(59), 89(15), 88(100), 73(38), 57(26), 55(56), 43(53),
41(82)

3120M%)(8), 281(3), 269(12), 255(5), 241(5), 213(3), 199(12),
185(13), 171(5), 157(8), 143(22), 129(13), 115(6), 101(17),
87(68), 75(20), 74(100), 69(19), 57(27), 55(56), 43(63), 41(61)

3200MH(5), 2912), 277(1), 222(3), 177(3), 171(1), 163(2),
150(9), 141(2), 123(7), 121(5), 115(1), 107(4), 97(13), 95(11),
93(2), 87(54), 83(16), 81(45), 80(38), 75(24), 74(85), 67(49),
69(31), 59(13), 55(100), 43(73), 41(89)

322(MH(3), 293(3), 277(4), 276(5), 259(2), 205(1), 191(2),
178(5), 164(7), 163(6), 150(6), 149(7), 135(8), 123(11),
121(13), 110(12), 10924), 107(13), 95(51), 81(100), 67(94),
55(38), 53(11), 43(18), 41(66)

324(M¥)(3), 295(4), 267(3), 221(2), 205(1), 197(2), 181(3),
171(1), 143(2), 141(3), 137(4), 123(8), 110(10), 101(9), 97(23),
87(33), 84(48), 83(34), 81(52), 75(21), 74(67), 69(61), 67(82),
57(63), 55(100), 43(80), 41(78)

326(M*)(17), 283(13), 255(3), 227(12), 213(2), 199(8), 171(5),
157(6), 143(24), 129(11), 101(12), 87(71), 74(100), 69(30),
57(34), 55(6), 43(96), 41(98)

340(MH)(7), 311(2), 297(10), 283(3), 255(4), 227(6), 213(2),
199(7), 185(10), 171(5), 157(6), 143(13), 129(5), 101(65),
88(100), 73(38), 57(23), 55(62), 43(76), 41(88)

340(M¥)(5), 283(3), 255(3), 227(10), 213(2), 199(8), 185(9),
171(6), 157(4), 143(15), 129(6), 101(11), 87(66), 83(17),
74(100), 69(30), 57(33), 55(54), 43(84), 41(86)

352(MH)(3), 321(3), 3208), 309(1), 278(2), 263(2), 250(2),
236(1), 208(1), 180(2), 166(3), 152(2), 143(3), 141(4), 123(6),
121(4), 115(5), 97(13), 87(53), 83(58), 81(45), 80(38), 74(56),
69(30), 67(78), 57(33), 55(100), 43(73), 41(84)

354(M*)(28), 325(7), 311(11), 279(18), 255(9), 241(5), 227(7),
213(11), 199(14), 171(4), 168(8), 157(5), 150(20), 143(13),
129(14), 115(23), 101(29), 87(49), 75(13), 74(100), 55(6)

368(M*)(4), 339(2), 325(8), 311(1), 297(3), 283(2), 255(3),
227(4), 213(2), 199(3), 185(5), 171(3), 157(4), 143(12), 129(4),
115(5), 101(56), 88(100), 73(34), 69(29), 57(33), 55(61),
43(73), 41(86)

382(M*H)(21), 339(9), 325(2), 283(4), 241(3), 227(6), 199(10),
185(3), 143(31), 129(11), 115(5), 101(16), 87(72), 75(38),
74(100), 69(33), 57(34), 55(62), 43(85), 41(94)
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Tabela. 2.1.0 Composicio do medronho em Esteres de Acidos Carboxilicos, (Frac¢io Neutra,
EVI). Compostos identificados por GC-MSITD). Identidade dos picos
assinalados na figura 2.1.2. (Continuagao).

Pico Compostos Identificados m/z (int. rel. %)

38  Pentacosatrienoato de Metilo (C25:3)  a)  390(M*)(4), 361(2), 347(1), 334(2), 293(2), 265(1), 247(1),
165(2), 151(5), 150(4), 141(3), 125(2), 123(7), 107(4), 97(12),
95(10), 87(53), 85(26), 83(45), 74(86), 71(15), 69(31), 67(49),
57(33), 55(100), 43(73), 41(84)

39 Pentacosanoato de Metilo (C25:0) 396(MH)(1), 367(3), 353(3), 339(1), 325(1), 283(2), 255(3),
227(5), 213(3), 199(4), 185(6), 171(3), 157(5), 143(4), 129(5),
115(6), 101(11), 87(46), 75(25), 74(100), 69(30), 57(33),
55(38), 43(46), 41(59)

40  Hexacosanoato de Metilo (C26:0) 410(M*)(0.5), 381(1), 367(3), 339(1), 283(3), 255(2), 227(3),
Ceroato de Metilo 213(2), 199(3), 185(5), 171(3), 157(2), 143(9), 129(3), 115(4),
101(11), 87(66), 75(25), 74(100), 57(34), 55(54), 43(84),
41(86)
41 Triterpendides

a) compostos cuja identidade nao pode ser confirmada com amostra auténtica.

O esquema da figura 2.1.3 representa as fragmentagcdes mais comuns para 0s
ésteres de acidos carboxilicos saturados lineares. Os seus espectros de impacto
electrénico (EIMS) sao dominados pelas perdas das cadeias carbonadas R e/ou R,
sendo preferencial a perda de R, (éster), sendo também a perda do 4lcool [R,OH]’, um
fragmento importante, esquema (a) da figura 2.1.3. Os ésteres metilicos com mais de 3
atomos de carbono na sua cadeia carbonada R, possuem espectros cuja caracteristica
principal consiste na presenca do ido M/z 74 (fragmento (e), figura 2.1.3) como pico
base: trata-se da clivagem por rearranjo de Mecl afferty” (McL) (compostos 1, 2, 4, 6-10,
15, 18, 23 (fig. 2.1.4C), 27 (fig. 2.1.4F), 31 (fig. 2.1.4G), 33, 35 (fig. 2.1.4H), 37, 39 e 40
da tabela 2.1.0).
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Figura 2.1.3 Esquema geral de fragmentagdo de ésteres de acidos carboxilicos
saturados lineares.??

Nos  ésteres  etilicos também  ocorre o mesmo tipo de rearranjo
correspondendo o fragmento ao ido [CH,=C(OH)OCH,CH,]" a2 m/z 88 (compostos 12,
14,17, 22, 26 (fig. 2.1.4E), 32 e 36 da tabela 2.1.0).”
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Os ésteres metilicos insaturados (compostos 5, 13, 16, 19 (fig. 2.1.4B), 20, 21,
29, 30, 34 e 38 da tabela 2.1.0), ao contrario dos saturados, nao possuem nos seus
espectros de massa um ido fragmento diagndstico tao caracteristico. No entanto, o iao
m/z 55 (fragmento [C,H,, ", » = 4) é normalmente usado como primeira aproximagio.
Este ido, associado a presenca de ides fragmento tipicos de cadeias lineares insaturadas
[CH,(CH,),(CH=CH)]" e a0 seu iio molecular [M]", sio utilizados na sua
identificacio.”>”**”

O composto 11 foi identificado pelo seu padrio de fragmentacio em MS.
Possuia como i3o de massa mais elevada M/z 256 (7) e um ido intenso a M/z 173 (61)
(fragmento (c), figura 2.1.3) proveniente do rearranjo de transferéncia dupla de
hidrogénio (DHT) e caracteristico de ésteres derivados do acido decandico. Identificou-se
este composto como sendo o decanoato de hexilo. A sua identidade foi confirmada
com padrao sintetizado.

O composto 3 foi igualmente identificado pelo seu padrio de fragmentagio em
MS. O ido base M/z 131 juntamente com o ido M/Z 77, indicaram a presenca de um
composto aromatico derivado do acido cindmico. Os ides M/z 103 [M-COOCH,]" e m/z
131 [M-OCH,]" indicaram tratar-se do cinamato de metilo (figura 2.1.4A). A utilizacio
de padrao confirmou a sua identificagao. Refira-se que se trata de um composto comum

300
nos frutos.

Na figura 2.1.4 apresenta-se espectros de massa de alguns dos compostos

identificados na fraccdo e descritos na tabela 2.1.0.
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Figura 2.1.4 Espectros de massa GC-MS dos compostos: A— Cinamato de Metilo (3), B—
Linolenato de Metilo (19), C— Octadecanoato de Metilo (23), D— Octadecenoato
de Etilo (25), E— Octadecanoato de Etilo (26), F— Nonadecanoato de Metilo
(27), G- Eicosanoato de Metilo (31) ¢ H- Docosanoato de Metilo (35) da figura
2.1.2. Identificacio de acordo com a tabela 2.1.0.
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Os resultados obtidos estao de acordo com os estudos ja descritos da
composicio de outros frutos.” "

Tal como ja foi mencionado, a parte final dos cromatogramas, mostrou ser
constituida por triterpendides. Estes compostos foram analisados mais detalhadamente

em separado (sub-capitulo 2.2.0).

2.1.2 Outros Compostos

A frac¢ao anterior, como foi referido, mostrou-se dominada por ésteres
metilicos e etilicos de cadeia carbonada longa, saturados e insaturados, e por
triterpenoides. Tratava-se contudo de uma frac¢ao complexa.

Recorreu-se entao ao seu sub-fraccionamento, utilizando-se um esquema
modificado de extracgio liquido-liquido baseado no método de Wheeler.*'™”

De acordo com este esquema extractivo (Esquema 2.1.1) obtiveram-se quatro
sub-fraccoes: A, B, C e D. Os resultados obtidos encontram-se sumariamente referidos
da tabela 2.1.1.

Pretendia-se com este esquema de fraccionamento, simplificar o estudo da
fraccdo pela obtencido de sub-fracgoes de menor complexidade e, alguma informagao
quimica. Utilizou-se primeiramente o bissulfito de sédio para extrac¢ao de aldeidos. O
extracto (frac¢do A), possuia intenso aroma a benzaldeido. Contudo no dia seguinte
vetificou-se alteracio do aroma e a anilise por GC/GC-MS nio permitiu a identificacdo

de nenhum aldeido, tendo sido identificado apds metilagao, o acido correspondente,

acido benzdico.
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Fracgdo Neutra (Fraccao VI)

em CH2Cl

NaHSO3

Fase Aquosa Fase Otrgénica
1. Conc.
alc. 2. Adicionar Agua,
ext. CH2Cly 3. Ext. Pentano

N A ALs
Faﬁquosa Fase Otgénica Fase Otgénica Fase Aquosa
Fraccao A Frac¢io B
1. Conc.
2. hidrazida*a 5%,
MeOH+HOAC(9:1)
3. Repouso uma noite
4. Neutralizagio
KOH / MeOH
5. Adicionar Agua
6. Ext. Fiter

Fase Orgﬁnica Ext. CH2Cl Fase quuosa/v
-

Acidificar

Fraccao D Fase Otgénica
Fracgao C

Esquema 2.1.1 Sub-fraccionamento da frac¢do neutra (fracgdo VI) utilizando o
método de Wheeler 395 modificado.

As fracgdes C e D foram obtidas apds reacgdo com a hidrazida, com o objectivo

de separar as cetonas dos restantes compostos. Este resultado nao foi obtido, tendo sido as

cetonas identificadas na fracgao C e ndo na fraccio D, conforme era esperado. Contudo e

surpreendentemente obtiveram-se duas fraccOes enriquecidas em compostos saturados

(fraccdo C) e insaturados (fraccao D).

* Cloreto de (Carboximetil)trimetilaménio hidrazida, (H;NNHCOCH,N(CH3);Cl)
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Tabela 2.1.1 Composicao das frac¢des obtidas por sub-fraccionamento da
frac¢io neutra.

Fracgao Composi¢ao dominante

A e (¥

B Terpenos(+) (predominio de Diterpenos)

C Esteres metilicos saturados (1,2,4,6,7,8,9,10, 15, 18, 23, 27, 31,
33,35 ¢ 39),
Hidrocarbonetos (a, b), Cetonas (¢ d)
Triterpenos Pentaciclicos, B-Sitosterol

D Esteres metilicos insaturados (13, 16, 19, 20, 21, 29 ¢ 30),

Acidos carboxilicos,
Triterpenos Pentaciclicos

(*) - Vestigios de aldeidos, que se degradaram antes da andlise.

(**) - Estes compostos foram analisados mais detalhadamente em separado (sub-capitulo 2.5.0).

Para além do grande dominio dos ésteres, referidos anteriormente, revelou-se a

existéncia de outros compostos, referidos nas tabelas 2.1.2 e 2.1.3.

5 Triterpendides
a [

L

g

. ] ' ! I T T I 1 1 I T
680 1208 1508 Scan
18:01 28.01 38:01 Tempo (min.)

Figura 2.1.5 Tragado de corrente iénica total (TIC) obtido por GC-MS(ITD) a partir do
sub-extracto C dos frutos de Arbutus unedo. Forno: 120 °C - 7°/min. - 300 °C

(25 min.), (ver Parte Experimental). Identidade dos picos de acordo com a
tabela 2.1.2.
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Tabela. 2.1.2 Compostos minoritarios (sub-fraccio C) identificados na frac¢io neutra
(fraccao VI) do fruto de Arbutus unedo. 1dentidade dos picos assinalados na

tigura 2.1.5.

Pico Compostos Identificados

m/z (int. rel. %)

a Triacontano (C3Hgy)

b Dotriacontano (Csz2Hge)

c 2-Heneicosanona (Cz1H40) a)

d 2-Pentacosanona (CzsHsoO) a)

422(M*)(0.3), 365(0.5), 351(2), 337(0.5), 323(1), 309(1),
295(1.5), 281(2), 267(0.5), 253(1), 239(2), 225(1),
211(1.5), 197(2), 183(1.5), 169(2), 155(3), 141(3),
127(4), 113(7), 111(5), 99(13), 97(10), 85(51), 83(20),

71(78), 69(18), 57(100), 55(30)

450(M*)(2), 407(0.4), 393(0.3), 379(1), 365(0.5), 351(2),
337(1), 323(2), 309(1), 295(1.5), 281(3), 267(0.5),
253(2), 239(2), 225(1), 211(1), 197(2), 183(1.5),
169(2), 155(3), 141(3.5), 127(4), 113(7), 99(14),
97(11), 85(50), 83(19), 71(75), 69(18), 57(100), 55(31)

310M+)(6), 295(2.5), 281(1.5), 267(1), 252(1), 239(1),
224(1.4), 210(1), 199(1.2), 181(1.5), 167(2), 155(4),
153(2), 139(3), 123(11), 111(6), 109(7), 97(11),
95(14), 87(12), 85(51), 83(70), 71(51), 69(26), 67(21),
59(93), 58(100), 55(59)

NP AN N

366(M*)(44), 351(11), 323(3), 309(3), 280(6), 251(4),
237(4), 223(3), 207(7), 193(5), 181(3), 167(5), 151(7),
149(13), 139(5), 137(6), 125(14), 123(15), 111(22),
109(20), 97(41), 95(29), 87(21), 85(69), 83(87),
71(80), 69(56), 67(36), 59(94), 58(100), 55(60)

a) Composto cuja identidade nio foi confirmada com amostra auténtica.

A sub-fraccao C para além dos ésteres metilicos saturados ja anteriormente
identificados, incluia na sua composi¢ao hidrocarbonetos (compostos a e b) e cetonas
(compostos ce dda figura 2.1.5) (ver Apéndice-3). A fragmentacao mais caracteristica para
as metilcetonas corresponde aos ides M/Z 43 [COCH3]" (normalmente pico base) e M/z 58
[CH,=C(OH)CH3]" (segundo ido mais intenso) (compostos ¢ e d da tabela 2.1.2),

proveniente da clivagem por rearranjo de Mclafferty.” Contudo, os espectros foram

adquiridos a partir de M/z 45 pelo que o ido M/Z 58 se tornou o pico base.

A sub-fraccao D inclufa também na sua composicdo compostos polares (acidos
carboxilicos) livres. Devido a forma nao-gaussiana (“fronting’) dos picos aquando da sua

analise em natureza, utilizou-se a derivatizagao (trimetilsililacdo) para a sua melhor

separacao e identificagao.
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Na figura 2.1.6 mostra-se o cromatograma de GC-MSITD) do extracto
derivatizado por trimetilsililacio (TMSi); assinalam-se os éteres trimetilsililicos dos acidos

carboxilicos, sendo a identidade dos picos concordante com a tabela 2.1.3.

1087,
. Triterpendides
TOT 4
il 1
> uiJJ ull W M ub
% : 1 l ' l ‘ !
LA Ju\ L) Mlhulwh_ﬁkp JJ\JJ_ T
xg:ox Ao o1 3“5 ro1 fa‘?& saaaoeex rempo

Figura 2.1.6 Tracado de corrente idnica total (TIC) e MIM (#/z 73) obtido por GC-
MSITD) a pattit do sub-extracto D trimetilsililado. Forno: 120° - 7°/min. —
300 °C (25 min.), (ver Parte Experimental). Identidade dos picos de acordo com

a tabela 2.1.3.

Os picos foram identificados pela analise dos seus espectros de massa (assinale-se

todos possuirem iio molecular, M) e por comparagio dos seus tempos de retengio com

os de padroes (com excep¢ao dos compostos ¢, d e m).
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Tabela. 2.1.3 Acidos carboxilicos identificados na sub-fraccio D. Componentes identificados
por GC-MS na forma de éteres trimetilsililicos. Identidade dos picos
assinalados na figura 2.1.6.

Pico

Compostos Identificados

m/z (int. rel. %)

Acido Octanéico (C8:0)
Acido Caprilico

Acido Decanéico (C10:0)
Aido Cdprico

Acido Dodecanéico (C12:0)
Acido Lanrico

Acido Pentadecanéico (C15:0)

Acido Hexadecanéico (C16:0)

Aido Palmitico
Acido Octadecendico (C18:1)

Acido Oleico

Acido Octadecanéico (C18:0)
Alcido Estedrico

216(M*)(1), 202(4), 201(27), 187(1), 173(1.5), 157(2), 145(5), 132(12),
131(9), 129(10), 117(34), 109(1), 105(2), 75(94), 73(100), 69(3),
67(4), 61(9), 57(5), 55(15)

244(MH)(1), 230(5), 229(28), 217(1), 201(3), 185(2), 171(1), 159(2),
145(9), 132(19), 131(8), 129(12), 117(52), 105(2), 95(3), 81(4),
75(75), 73(100), 69(7), 67(2), 61(7), 55(15)

272(M¥)(4), 258(10), 257(52), 229(1.8), 213(2), 201(2), 185(1), 145(16),
132(39), 131(8), 129(25), 117(52), 104(13), 97(2), 95(2), 83(3),
71(82), 73(100), 69(7), 67(3), 61(7), 57(10), 55(24)

314(M+)(2), 300(19), 299(72), 283(2), 285(1), 269(3), 201(5), 185(3),
171(1), 159(3), 157(2), 145(25), 132(36), 131(8), 129(27), 117(70),
97(4), 95(4), 83(5), 81(4), 75(71), 73(100), 69(14), 67(5), 61(4),
57(13), 55(24)

328(M*)(6), 314(19), 313(72), 285(3), 269(4), 201(6), 187(3), 159(3),
145(29), 132(40), 129(31), 117(74), 97(5), 95(5), 83(3), 75(71),
73(100), 69(14), 67(5), 61(4), 57(13), 55(24)

354(M¥)(7), 340(16), 339(63), 264(8), 212(9), 201(3), 199(6), 185(7),
180(6), 171(3), 147(9), 145(30), 132(21), 129(46), 123(7), 117(66),
109(9), 97(13), 95(15), 83(15), 81(21), 75(87), 73(100), 69(23),
67(21), 57(11), 55(44)

356(M*)(5), 341(19), 201(4), 145(33), 132(64), 129(31), 117(79), 97(5),
83(6), 75(74), 73(100), 69(12), 57(19), 55(31)

2-Hidroxihexadecanoato

de Etilo 2)

328(M*)(6), 314(19), 313(72), 285(3), 269(4), 201(6), 187(3), 159(3),
145(29), 132(40), 129(31), 117(74), 97(5), 95(5), 83(5), 75(71),
73(100), 69(14), 67(5), 61(4), 57(13), 55(24)

a) Composto cuja identidade néo foi confirmada com amostra auténtica.

No que respeita ao hidroxi-éster (composto m da tabela 2.1.3) o seu espectro

de massa apresentou os seguintes ides: M/z 372 [M'], m/z 357 [M-15], m/z 197 [M-175]
[M-(CH,CH,OCOCHOSI(CH,);|’, m/z 117 [CH,CH,OCOCH(OH)CH,|' ¢ m/z

73(100). O ido M/z 197 juntamente com o incremento da massa molecular do composto

aquando da trimetilsililagao, permitiram o diagnéstico e localizagao do grupo hidroxilo,

tendo sido o composto tentativamente identificado como sendo o 2-hidroxihexanoato

de etilo (figura 2.1.7).">**
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73

17
55

129

83 145
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as7
197
»P".?:a. 2?’%;9 2§§ B 29:7 B .?2'9. 372
m/z 117 m/z 183
OSi(CH ),

CH,CH, - O - C(¥- KHZ- CH,, - CH,
m/z 197

m/z 175

m/z 299

Figura 2.1.7 Espectro de massa GC-MS e esquema geral de fragmenta¢ao do 2-
trimetilsililoxi-hexadecanoato de etilo (1) da figura 2.1.6.
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2.2.0 | Extrac¢ao Direccionada a
Triterpenoides

Como se referiu em 2.1.0, a fraccdo neutra (fraccio VI), é fundamentalmente
constituida por ésteres de acidos carboxilicos de cadeia carbonada longa e por
triterpendides. Para a identificacdo individual dos triterpendides e devido ao interesse
biolégico associado a esta classe de compostos, efectuou-se uma extracgao dirigida para
obtencdo de maior quantidade de triterpendides.

A espectrometria de massa constituiu uma ferramenta essencial na elucidagao
estrutural dos triterpendides uma vez que a presenca de ligagoes duplas e outros grupos
funcionais influenciam marcadamente a fragmentagio.””*"

Com a fraccao triterpendide, utilizou-se o LC-MS sendo a interface o
separador de feixe de particulas (PBS). O maior inconveniente da técnica consistiu no

fluxo méximo permitido (1 ml/min.)."****** O a

juste da operacionalidade da interface
(PBS) efectuou-se recorrendo ao detector evaporativo de dispersio de luz ELSD.”*"
A analogia dos principios operacionais deste detector torna-o muito util no ajuste das
condi¢des operacionais da interface “particle-beans”. Este detector, tido como universal,
tem uma resposta massica, sendo insensivel a alteragdes do fluxo e de composicao do

315,316
eluente.” ™"

2.2.1 Composi¢ao do Extracto
Direccionado a Triterpendides

A extraccao especialmente dirigida a triterpendides envolveu a extrac¢do dos

frutos liofilizados com acetona : H,O (7 : 3).”*! O material solivel em éter dietilico foi
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cromatografado em coluna de silica-gel de onde resultaram trés fracgdes, assim

compostas pela ordem de eluigao:

Fracgio Composi¢do dominante

1 Esteres metilicos e etilicos de acidos carboxilicos,
Hidrocarbonetos e Colestano

2 Esteres longos de acidos carboxilicos, Triterpendides

(dominante) (tetraciclicos e pentaciclicos)

3 Triterpenos pentaciclicos (mono-hidroxi acidos)

Fracgao 1: Esta fraccio eluida com éter, era constituida fundamentalmente

por ésteres metilicos e etilicos de acidos carboxilicos de cadeia longa (sendo o estearato de
metilo (C18:0) o éster dominante da frac¢do), para além de hidrocarbonetos. Os
constituintes dominantes desta frac¢do foram ja descritos em 2.1.1 (tabela 2.1.0). No
entanto, nesta fracgao, surgiu também um hidrocarboneto esteroidico. O seu espectro de
massa de HRGC-MS mostrou um perfil de fragmentacio compativel com o dos

92.274 possuindo como iio de massa mais elevada M/z 372 (37), identificado

esterdides,
como iio molecular [M'] e como pico base M/z 217, atribuido ao fragmento [M-SC-42]"
por perda de CH,=CHCH,-SC, em que SC cotresponde a cadeia lateral (figura 2.2.1); m/z
232 (12) surge por quebra no anel D, m/z 149 (49) por ruptura no anel C e M/z 357 (73),
cotrespondente a0 fragmento [M-CH,]" (perda de um grupo metilo).’"”

A comparagao com o tr obtido em GC, bem como com o espectro de massa de
uma amostra natural auténtica obtido em idénticas condi¢Oes experimentais, permitiu

confirmar a estrutura: o composto foi identificado como 5a-Colestano (2.2.4-7) (ver

Apéndice-1).
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+.
M =m/z 372 21 22 2
12
m/z 149 1
1 19 C
2 9
10 8
3 B m/z 232
5 7
4 6 m/z 217

Figura 2.2.1 Esquema geral de fragmentac¢io do 50-Colestano.

Fracgao 2: Esta fraccio mostrou ser a fraccio dominante e a mais complexa.

Foi entdo refraccionada em coluna de silica-gel, dai resultando quatro novas sub-

fraccoes A, B, C e D, assim compostas pela ordem de eluigao:

2A Esteres longos de acidos carboxilicos

2B Cetotriterpendides e mono-hidroxitriterpendides

2C Mono-hidroxitriterpendides e di-hidroxitriterpenoide
2D Hidroxi-cetotriterpendides e di-hidroxitriterpendides

2.2.1.1 Esteres Longos de Acidos Carboxilicos

Fracgao 2A: a anilise por HPLC-PBMS desta sub-fraccdo mostrou ser a

mesma constituida por ésteres longos de acidos carboxilicos. Tratando-se de compostos

lipidicos e, tendo em consideragao a ordem de grandeza das suas massas moleculares,
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foi tida como normal a sua presen¢a num extracto direccionado a triterpenoides,
também estes lipidos.

O cromatograma da figura 2.2.2 mostra o tracado de corrente i6nica total (TIC)
em HPLC-PBMS da sub-fraccao 2A. Da analise dos espectros de massa dos seis picos

observados, verificou-se que estes constitufam duas séries homoélogas de ésteres.

Sample ID: Sample Description Acquired on 13-May-1997 at 15:.
Fraccéo 2A . Scan El+
1007 Pico1 TIC
3.311 3.56e6
RT
Pico 2 Bicod
%] 8.206 Ico
0 Pico 3
15.378

0 T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T rt
2500 5.000 7.500 10.000 12.500 15.000 17.500 20.000 22.500 25.000 27.500 30.000 32.500 35.000

Figura 2.2.2 Tragado HPLC-PBMS da fracgio 2A (extracto neutro) dos medronhos.
Condi¢des experimentais: fluxo isocritico de 0,7 ml/min; coluna

Lichrosorb RP-18 (250 x 4 mm) (df = 5 pm); em condicOes isocraticas com
Metanol: Agua (0,1% écido acético) (96:4). HPLC-PBMS, 10 scans/s (ver
Parte Experimental).

Constatou-se que cada pico correspondia a uma mistura de dois compostos -
dois ésteres longos de acidos carboxilicos em C; e Cj,. A figura 2.2.3 mostra os
espectros desconvolucionados dos compostos do pico 2. Ambos os espectros de massa
mostram como pico base o ido [RCOOH,]". Este iio, como ja foi anteriormente
referido (fragmento (c), figura 2.1.3) é proveniente do rearranjo de transferéncia dupla

de hidrogénio (DHT), intensificando-se com o aumento da cadeia alquilica do alcool e
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originando fragmentos mais intensos do que os provenientes do rearranjo de

Mel_afferty.”

Fracgdo 2A 929 (7.773) Scan El+
100 = 57 9.33e4
69
173
71
1 /
% 83
1lher |l e2| &
TN N |,
] 7 172 196
“ ‘ ‘ 1 ‘ 125 19 185 N 257 284, 300 368
1 197 241
0 'J| l wll l'll n l|I|| ||IJ|||I|| |I.|II.I.IlhlIl,i.l.llllllll Ll iliss.r. ...lll.. lanuil. .u......\l.-.l..-. e .22.8 243 . \290 / 32‘5 . 34..3.356 b mz

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Fracgao 2A 990 (8.281) Scan El+
57
100 1 1.695
] 145
] 69
%]
’ 7 es
T 97
82
1] Nee | 1m 144
1 7 o8 127 173
1 " ‘ ] " ’ W e 174 196 200 24 o 269 368
0 L'| l 1l ||I.'|| “J.I.ll |||l.|.|i||l.|l|m.||| 1Ll |u..ml..,. FONTIY e TR | 256.. .1/27}/28.4/..297 ... 325 341 356

okt T/Z

" "I""I'"'I"W"'I"".l""l""l""l'
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Figura 2.2.3 Espectros de massa HPLC-PBMS obtidos apés desconvolucio do
pico 2 (figura 2.2.2) da fraccio 24 (extracto neutro): Decanoato de
tetradecilo (topo) e Octanoato de hexadecilo (baixo). Identificacdo de
acordo com a tabela 2.2.3.

Este comportamento espectroscopico levou a que nos espectros os ides
diagnostico fossem: M/z 145, nos ésteres derivados do acido octandico e m/z 173, nos

ésteres derivados do acido decandico, conforme exemplificado nas figuras 2.2.3 e 2.2.4.
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Figura 2.2.4 Esquema de fragmentacio proposto para os ésteres longos dos 4cidos
octandico e decandico.

Como ja foi mencionado, os seis picos correspondem a 6 pares de isémeros, nao
tendo sido possivel a sua adequada resolugio por HPLC-PBMS (figura 2.2.5.), devido as

limitacGes desta técnica.

Sample Description Acquired on 13-May-1997 at 15:31
Fracgao 2A Scan El+

1001

m/z173
RT

1.49e5

%

o

T T T T T T T T T T T T T T T T T y T T

1001 R soe M2 145
: . [\ , jk J\nﬂ A A

Pico 1
1001 asees TIC

o

Pico 2 Pico 4

%
Pico 3 i
A RN R =
— — — — /\ __________ M,./\\_,‘__s

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T rt
2.500 5.000 7.500 10.000 12.500 15.000 17.500 20.000 22.500 25.000 27.500 30.000 32.500 35.000

Figura 2.2.5 HPLC-PBMS: TIC ¢ MIM (ides m/z 173 ¢ m/z 145) da sub-fraccio 2A. Picos: 1-
Decanoato  de  dodecilo/Octanoato  de  tetradecilo; 2-  Decanoato  de
tetradecilo/Octanoato de hexadecilo; 3- Decanoato de hexadecilo/Octanoato de
octadecilo; 4- Decanoato de heptadecilo/Octanoato de nonadecilo; 5- Decanoato de
octadecilo/Octanoato de eicosanilo; 6- Decanoato de eicosanilo/Octanoato de
docosanilo. Condi¢es expetimentais: fluxo isocritico de 0,7 ml/min.; coluna Lichrosorb
RP-18 (250 x 4 mm) (df = 5 um); em condicSes isocraticas com Metanol: Agua (0,1%
acido acético) (96:4). HPLC-PBMS, 10 scans/s (ver Parte Experimental). Identificacio de
acordo com a tabela 2.2.2.
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Tabela 2.2.2

Composicio em ésteres longos de acidos carboxilicos do medronho.

Identidade dos picos assinalados nas figuras 2.2.5 e 2.2.6.

Pico
Nl)

Compostos

m/z (int. rel. %) (HPLC-MS)

1

Decanoato de dodecilo
Caproato de laurilo
(2.2.2-1)

Decanoato de tetradecilo
Caproato de miristilo

(2.2.2-3)

Decanoato de hexadecilo
Caproato de cetilo

(2.2.2-5)

Decanoato de heptadecilo
Caproato de margarilo
(2.2.2-7)

Decanoato de octadecilo
Caproato de estearilo
(2.2.2-9)

Decanoato de eicosanilo
Caproato de araquidilo
(2.2.2-11)

340(M*)(1.8), 297(0.4), 213(4), 196(2), 185, 173(G4), 169,
168(26), 155(12), 145(14), 140(8), 129(9), 125(10),
111(22), 97(32), 87(6), 83(45), 73(16), 71(58), 69(77),
61(25), 57(100), 55(79)

368(M*)(2.3), 269(0.5), 241(3), 219(1), 213(0.5), 207(0.8),
201(2), 196(16), 189(1), 173(72), 168(7), 163(1.4), 161(1),
155(12), 149(4), 146(1), 145(4), 144(1), 143(3), 139(3),
129(9), 127(3) 125(11), 111(21), 97(36), 87(G), 83(44),
73(16), 71(61), 69(86), 61(17), 57(100), 55(88)

396(M*)(1.3), 355(0.2), 324(0.3), 284(1.2), 269(1), 241(3),
225(1), 218(3), 213(0.6), 207(2), 201(1), 196(3), 189(2),
173(45), 168(5), 163(1), 161(1), 155(6), 146(2), 145(15),
144(3), 143(2), 139(4), 129(6), 127(5) 125(10), 111(20),
97(33), 87(4), 83(39), 73(14), 71(47), 69(91), 61(13),
57(100), 55(36)

410M)(0.3), 381(0.4), 340(1.1), 324(0.3), 297(0.3), 283,
269(0.3), 255, 239, 219(1.1), 213(3), 207(0.8), 201(1),
196(0.6), 189(1), 173(55), 168(20), 163(0.4), 161(1),
155(10), 146(1.4), 145(8), 144(3), 143(3), 139(4), 129(8),
127(3) 125(10), 111(21), 97(29), 87(6), 83(42), 73(16),
71(55), 69(79), 61(21), 57(100), 55(36)

424(M)(0.4), 369(2), 342(0.4), 297, 285(0.5), 269(0.2), 253,
241(3), 218(1.2), 213(0.5), 207(1), 201(1.4), 196(13),
189(2), 173(52), 168(6), 163(1), 161(2), 155(10), 146(1),
145(8), 144(2), 143(3), 139(4), 12909), 127(3) 125(10),
111(23), 97(35), 87(6), 83(46), 73(14), 71(57), 69(89),
61(15), 57(100), 55(88)

452(M*)(0.4), 425(0.5), 419(1.5), 414(0.8), 408(0.7), 397(1),
367(2), 358(1.4), 355(0.9), 346(0.6), 337(0.6), 325,
310(0.7), 297, 281, 273(1), 269(1.2), 237(0.7), 225(1.3),
224(2.3), 218(3), 213(1), 207(3), 201(0.8), 196(3), 189(3),
173(38), 168(2), 167(2), 163(2), 161(3), 155(6), 153(3),
14909), 146(2), 145(6), 144(2), 143(4), 139(4), 129(7),
127(2) 125(9), 111(15), 97(34), 87(4), 83(39), 73(15),
71(55), 69(97), 60(44), 57(99), 55(100)
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Tabela 2.2.2 Composicio em ésteres longos de acidos carboxilicos do medronho. Identidade
dos picos assinalados nas figuras 2.2.5 e 2.2.6. (continuagio).

Pico

N° Compostos m/z (int. rel. %) (HPLC-MS)

1  Octanoato de tetradecilo 3400M7)(1.2), 297(0.2), 241(2), 213(0.7), 197, 196(11),
Caprilato de miristilo 173(9), 168(8), 155(2), 146(5), 145(63), 144(11), 139(3),
(2.2.2:2) 129(3), 127(15) 125(9), 111(22), 97(32), 87(6), 83(45),

73(16), 71(58), 69(77), 61(25), 57(100), 55(79)

2 Octanoato de hexadecilo 368(M™)(1.3), 269(2), 241(0.5), 225, 219(0.3), 213(0.4),
Caprilato de cetilo 207(0.8), 201(0.3), 196(4), 189(0.6), 173(7), 168(2),
Y 163(0.5), 161(0.7), 155(2), 149(3), 146(5), 145(54),
(2.2.249) 144(10), 143(1), 139(3), 129(3), 127(13) 125(10), 111(16),

97(27), 87(4), 83(40), 73(10), 71(35), 69(59), 61(11),
57(100), 55(74)

3 Octanoato de octadecilo 396(M*)(1.6), 353(0,3), 297(2), 269, 253, 252(3), 225(0.4),
Caprilato de estearilo 224(2), 218(0.6), 213(0.2), 207(0.7), 201(0.6), 196(0.7),
I 189(1), 173(5), 168(2), 163(0.7), 161(1), 155(2), 146(6),
(2.2.2:6) 145(68), 144(14), 143(1), 139(4), 129(2), 127(12) 125(10),

111(20), 97(30), 87(4), 83(39), 73(10), 71(36), 69(59),
61(10), 57(100), 55(73)

4  Octanoato de nonadecilo 410(M*)(0.23), 341(0.7), 311, 283, 267, 241(1.4), 219(0.4),
Caprilato de nonadecilo 213(0.5), 207(0.5), 201(0.33), 196(9), 189(0.6), 173(7),
I 168(5), 163(0.5), 161(0.7), 155(2), 146(1.4), 145(47),
(2.2.28) 144(8), 143(1), 139(2), 129(3), 127(12) 125(8), 111(15),

97(26), 87(4), 83(36), 73(10), 71(33), 69(53), 61(13),
57(100), 55(72)

5  Octanoato de eicosanilo 424(M7)(<1), 369(0.8), 325, 297, 281, 269(2), 241(0.3),
Caprilato de araquidilo 218(0.6), 213(0.6), 207(1), 196(4), 189(1), 173(8), 168(2),
2210 161(1), 155(2), 146(4), 145(49), 144(10), 143(2), 139(3),
(2.2.2:10) 129(3), 127(12) 125(9), 111(18), 97(29), 87(4), 83(39),

73(9), 71(35), 69(56), 61(11), 57(100), 55(70)

6 Octanoato de docosanilo 452(M)(0.2), 421(0.3), 397(1.5), 353(0.7), 345(0.2), 325,
Caprilato de behenilo 323(0.3), 309, 297(2), 285(0.3), 269(0.4), 253(0.8), 252(3),
22212 237(0.7), 231(0.3), 225(0.4), 224(2), 218(0.5), 207(2),

201(0.6), 196(1), 189(1), 173(5), 168(2), 167(2), 163(1),
155(1), 153(2), 149(5), 146(6), 145(63), 144(13), 143(1),
139(4), 129(3), 127(11) 125(9), 111(17), 97(34), 87(5),
83(39), 71(32), 69(68), 60(18), 57(100), 55(80)

A analise da fraccio 2A por cromatografia gas-liquido de alta resolucao (coluna
capilar), permitiu a separa¢ao individual dos compostos (figura 2.2.6). Os espectros de massa

(EI) obtidos por GC-MS foram idénticos aos espectros de HPLC-PBMS.
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Figura 2.2.6 Cromatograma de HRGC da fracciio 2A (extracto neutro) dos medronhos.
Condig¢oes experimentais Coluna: DB-5 (L. = 30 m, df= 1 pm, di. = 32
um), Forno: 175°-1°/min. - 240 °C (10 min.) (ver Parte Experimental,
3.1.0). Picos: 1- Decanoato de dodecilo, 2- Octanoato de tetradecilo, 3-
Decanoato de tetradecilo, 4- Octanoato de hexadecilo, 5- Decanoato de
hexadecilo, 6- Octanoato de octadecilo, 7- Decanoato de heptadecilo, 8-
Octanoato de nonadecilo, 9- Decanoato de octadecilo, 10- Octanoato de
eicosanilo, 11- Decanoato de eicosanilo, 12- Octanoato de docosanilo.
Identificacdo de acordo com as tabelas 2.2.2 ¢ 2.2.3.

A tabela 2.2.3, mostra a composicao percentual (areas percentuais normalizadas)

dos éteres de cadeia longa presentes na fracgao 2A.
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Tabela 2.2.3 Composicio percentual (areas % normalizadas) em ésteres
longos de acidos carboxilicos da fracgio 24 (extracto neutro)

dos frutos de Arbutus unedo.

Pico tr (min.) % Composto
1 9,70 12,58 Decanoato de dodecilo
2 9,81 4,63 Octanoato de tetradecilo
3 16,82 8,89 Decanoato de tetradecilo
4 17,10 17,67 Octanoato de hexadecilo
5 26,32 7,39 Decanoato de hexadecilo
6 26,68 11,90 Octanoato de octadecilo
7 31,64 7,81 Decanoato de heptadecilo
8 31,98 2,94 Octanoato de nonadecilo
9 37,24 7,53 Decanoato de octadecilo
10 37,61 491 Octanoato de eicosanilo
1 48,71 10,07 Decanoato de eicosanilo
12 49,06 3,66 Octanoato de docosanilo

As estruturas destes compostos foram confirmadas por comparagio com

amostras  auténticas obtidas por sintese (ver Capitulo 3.2.0, Parte Experimental e

Apéndice-3).
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/\/\/\/\)J\O_R /\/\/\)LO-R'

B N NP e I NG N N P\
: Decanoato de dodecilo (2.2.2-1) : Octanoato de tetradecilo (2.2.2-2)

PV e VY P N N Ve Y g
Decanoato de tetradecilo (2.2.2-3) Octanoato de hexadecilo (2.2.2-4)

P S N N S g PV N\ S N g
Decanoato de hexadecilo (2.2.2-5) Octanoato de octadecilo (2.2.2-6)

P N N N S N N N P N VN NN
Decanoato de heptadecilo (2.2.2-7) Octanoato de Nonadecilo (2.2.2-8)

P N N S S P SN T VS
Decanoato de octadecilo (2.2.2-9) Octanoato de eicosanilo (2.2.2-10)

P e N e Vg P SNV S g
Decanoato de eicosanilo (2.2.2-11) Octanoato de docosanilo (2.2.2-12)

No melhor do conhecimento, esta ¢ a primeira descricdo destes ésteres como
produtos naturais de origem vegetal, havendo duas cita¢des, do octanoato de tetradecilo, do

. . . . 318
octanoato de hexadecilo e, do decanoato de hexadecilo, como produtos de origem animal.

2.2.1.2 Triterpenos Pentaciclicos e Esteroides

Fracgao 2B: A anilise por TLC desta sub-fraccio mostrou reacgio positiva ao

teste de Liebermann-Burchard™*" denunciando a presenca de 3-cetotriterpendides.

Da analise por HRGC e HRGC-MS (figura 2.2.7) desta sub-frac¢ao (2B) verificou-se
ser uma mistura de triterpenos pentaciclicos: Lupeona (18,4%) (2.2.3-7), a-Amirona (11%)
(2.2.3-2) e esterdides: 5a-Colestan-3-ona (14,3%) (2.2.4-2), Colesterol (5,7%) (2.2.4-3),
Estigmasterol (31%) (2.2.44) e Estigmasta-4-en-3-ona (19,6%) (2.2.4-5).
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Figura 2.2.7 TIC obtido por HRGC-MS da fraccio 2B (ver Parte Experimental)
do extracto neutro dos medronhos. Picos: 1- Colestanona; 2-

Colesterol; 3- Estigmastenona; 4- Estigmasterol; 5- Lupeona; 6-
o-Amirona. Forno: 120° - 4°/min. -290 °C (ver Parte Experimental).

Por se tratar de uma sub-frac¢ao de pequena dimensiao (~7 mg) e, serem os seus
constituintes maioritarios compostos muito conhecidos e comuns nos extractos de origem
vegetal, ndo foi efectuado o isolamento individual dos seus componentes. As suas estruturas

foram deduzidas por interpretagdo dos seus espectros de massa e comparacio com 0S

. . 271,322-330 ~ .
espectros mencionados na literatura;™ " com excep¢ao da O-amirona, as restantes

estruturas foram confirmadas por comparagao com padroes.

25 26

Figura 2.2.8 Esquema geral de fragmentacido de Triterpenos Tetraciclicos.
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O espectro de massa do pico 1 da figura 2.2.7 (2.2.4-2), mostrou um padrao de
fragmentacio de triterpeno tetraciclico, com ido molecular [M"] a m/z 386 (38) e m/z 273 (5),
correspondente a perda da cadeia lateral [M-SC]" (fragmento a com R’=H, figura 2.2.8). O
pico base a M/z 231 (pico originado pela perda da cadeia lateral, SC e anel D, fragmento d)
juntamente com M/z 246 (12) (fragmento ¢) e M/Z 316 (8) originirio da fragmentagio no anel

A (ruptura das ligagoes 1-10 e 4-5), foram indicativos da presenca de uma colestanona. O

321,331

composto (2.2.4-2) foi identificado como sendo a Colestan-3-ona. (ver Apéndice-1).

Como foi ja referido, a sua identidade foi confirmada com padrao.

A analise por HRGC-MS do pico 2 (2.2.4-3), mostrou igualmente como iao de
massa mais elevada [M '] m/z 386 (56); o espectro continha também o ido [M-15]" a m/z 371
(23); o ido [M-18]" a m/z 368 (31), perda de uma molécula de 4gua; ido M/z 273 (14), [M-
SCY", cotrespondente ao fragmento a (com R’=H); observaram-se também o ido m/z 301
(26), [M-85]" (M-18-67), o ido m/z 255 (33), [M-18-SC]", o ido m/z 213 (38), [M-
SC+42+18]" (fragmento d —18) e o ido M/z 275 (23) [M-111]" habitualmente presente nos
espectros de triterpenos tetraciclicos com insaturagio A’. Deste modo identificou-se este

composto como sendo o Colest-5-en-3B3-ol (Colesterol, 2.2.4-3) (ver Apéndice-1). Esta
identificagdo foi também confirmada com padrao.

O composto correspondente ao pico 3 (2.2.4-5), mostrou ido molecular [M'] a m/z
412 (18); o ido m/z 397 (8) [M-15]"; o ido m/z 370 (5) [M-42]" (M-fragmento £ R=0O e
R’=CH,CH,); m/z 288 (41) [M-124]". Mostrou ainda o iio a m/z 229 (30) [M-SC-anel D]"
(fragmento d); o pico base a2 M/z 124 ¢ caracteristico da presenca da funcionalidade A*3-ona
(fissdo das ligacdes alilicas 6-7 e 9-10, anel B).”5*">13

Este composto mostrou ser a cetona o,B-insaturada, Estigmasta-4-en-3-ona (2.2.4-
5) (ver Apéndice-1). A identificacdo foi igualmente confirmada com padrao.

O espectro de massa do pico 4 (2.2.4-4), apresentava também M/Z 412 (13) como
iAo de massa mais elevada e foi tido como iao molecular [M]; o ido [M-15]" a m/z 397 (8); o

iAo M/z 394 (23), proveniente da perda de uma molécula de 4gua [M-18]" e o intenso ido

m/z 255 (63) [M-SC-18]" confirmaram a existéncia de grupo hidroxilo; o pico m/z 271 (22)
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denunciou o nucleo esterdlico A’-3-ol e insaturagio na cadeia lateral;’” o iAo m/z 273 (12),
corresponde a perda da SC, [M-SC]", fragmento a (R’=CH,CH;; figura 2.2.8); O espectro
mostrava também o ido [M-43]" a m/z 369 (10), por quebra na cadeia lateral em C,,-C,; € o
ido m/z 300 (18), por quebra na cadeia lateral em C,;-C,, com transferéncia de 1H indicando
a existéncia de um triterpeno tetraciclico derivado do estigmastano com insaturacdes A>*.>%
Deste modo foi possivel identificar este composto como sendo o Estigmasta-5,22-dien-3f3-ol
(Estigmasterol, 2.2.4-4) 7! (yer Apéndice-1). A identificagio foi também confirmada com
padrao.

Para além destes quatro compostos, esta fraccdo compreendia ainda dois

triterpenos pentaciclicos.

R" 30

’
’
’

21

22

28

a
12
Oleanano / Utrsano {t\A“ A
C
1 25

26

R!
14
-

16
7

Figura 2.2.9 Esquema geral de fragmentacdo de Triterpenos Pentaciclicos das séries
Lupano e Oleanano/Ursano.2’!
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O espectro de massa do pico 5 (2.2.3-7), mostrou um padrio de fragmentagdo de
triterpeno pentaciclico com esqueleto carbonado derivado do lupano (esquema da fig. 2.2.9
(R=0)): ido de massa mais elevada, M/z 424 (30), foi identificado como ido molecular [M']; o ido
m/z 409 (11), tido como [M-15]"; o ido m/z 381 (10), [M-43]", corresponde a0 fragmento €; o ido
m/z 218 (48), fragmento a, ¢ proveniente da fragmentacio RDA (retro-Diels-Alder), do anel C do
lupeno;”™ o pico base M/z 205 corresponde ao fragmento b +2H e o ido m/z 189 (37)
corresponde a0 130 ¢. A comparagdo com uma amostra auténtica, permitiu confirmar a estrutura:
o composto foi identificado como sendo a Lup-20(29)-en-3-ona (Lupeona, 2.2.3-7) (ver
Apéndice-1).2%*

O dltimo composto eluido nesta fraccio 2.2.3-2 (pico 6), revelou como padrio de
fragmentagdo: ido molecular [M"] a m/z 424 (30), pico base a M/z 218 (fragmento a, proveniente
da ruptura RDA) denunciando provavel insaturagio no anel C (A'%) da cadeia pentaciclica, e ides
am/z 406 (10) [M-18]"e m/z 391 (12) [M-15-18]" e, ainda os ides a M/z 191 (21) (fragmentos ©), e
am/z 206 (15) (fragmentos b) (R’=CH,, R”=H).

Tendo em conta a via biossintética, postulou-se para este composto a estrutura Urs-12-
en-3-ona (0-Amirona, 2.2.3-2).”" (ver Apéndice-1).

Apesar de se tratar de compostos muito comuns em plantas, esta ¢ a primeira citagao da
existéncia de lupeona, colestan-3-ona, colesterol, estigmasterol e estigmasta-4-en-3-ona no

medronho.

Fraccdo 2C: a anilise desta sub-fraccio por HRGC-MS mostrou ser constituida
pelos compostos muito comuns, B-Amirina (9,5%) (2.2.34), a-Amirina (43%) (2.2.3-3)

(composto dominante), Lupeol (36%) (2.2.3-5) e B-Sitosterol (8%) (2.2.4-6) e, por um di-
hidroxitriterpendide (3,6%) (2.2.3-8).

A fracgao foi dividida em duas sub-fracgoes, 2CA (92%) e 2CB (8%), por cromatografia
em coluna (adsorvente alumina neutra desactivada). A cromatografia gas-liquido de  alta

resolu¢do  acoplada a espectrometria de massa (HRGC-MS) da  fraccio 2CA
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em natureza mostrou a presenca de isbmeros triterpendides (figura 2.2.10), mas  ndo

permitiu a separa¢do de todos os componentes.

TIC (%) SO

N

a

-
a

\?\\,‘—.A—"-‘ A At e A e —‘.j\ \W'\J‘,\h—‘p_v‘,—A\_w

sCcan no,

Figura 2.2.10 TIC obtido por HRGC-MS da frac¢do 2CA (ver Parte Experimental)
do extracto neutro dos medronhos. Picos: 1- B-Amirina; 2 - Mistura de

o-Amirina, Lupeol e um terceiro componente desconhecido.
Condigoes experimentais descritas na Parte Experimental.

A separagdo ocorreu apos recurso a trimetilsililagao (figura 2.2.11). Contudo a
auséncia de i6es moleculares e a complexidade do espectro do derivado trimetilsililado do
composto 3 dificultaram a interpretagao. Os espectros de massa dos derivados TMS foram

ambiguos e a correlagdio com os espectros da frac¢ao nao derivatizada, nao foi possivel de

uma forma inequivoca.

S p——" L L S |

10
Termpo (Cmind

Figura 2.2.11 Cromatograma obtido por HRGC da fraccio 2CA trimetilsililada
(ver Parte Experimental) do extracto neutro dos medronhos.
Picos: 1- B-Amirina; 2- a-Amirina; 3- Olean-12-en-3[3,23-diol; 4-
Lupeol. CondicGes experimentais descritas na parte experimental.
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O espectro de "C-NMR mostrou que a fraccio 2CA era uma mistura de
triterpendides pentaciclicos, dominados por a- e B-amirina e por lupeol. >

O pico 1 foi entdo identificado como B-Amirina (Olean-12-en-3B-ol). O seu
espectro de massa GC-MS apresentou o padrio de fragmentagio descrito na literatura™’
(figura 2.2.9, com R=OH, R’=H e R”=CH,).””' Observaram-se o ido molecular [M'] a m/z
426 (9), o ido [M-15]" a m/z 411 (3), o ido [M-18]" a m/z 408 (19), por perda de uma
molécula de 4gua e o ido [M-15-18]"a m/z 393 (1); o pico base, M/z 218 (100), o qual é um
ido importante nas d- e B-amirinas correspondendo ao fragmento a (insatura¢io em C,,-
C,;); o espectro mostrava também o iio fragmento b a M/z 207 (41); ido [a -15]"
correspondente ao iio [M-C,H,,O-CH,]" a m/z 203 (29), por quebra em C,;-C,; o ido M/z
189 (12) corresponde aos fragmentos [a-29]" e [b-18]".

Como atras foi referido, a trimetilsililacio da mistura permitiu uma melhor
separa¢ao da mesma revelando a existéncia de um pico ocultado sob a regidao nao resolvida
na figura 2.2.10, com um tempo de reten¢ao muito aumentado relativamente a amostra em

natureza (pico 3 na figura 2.2.11).

Esta modificagdo cromatografica do derivado TMS do pico 3, associada aos ides
fragmento do seu espectro de massa, sugeriu a presenca de oleanano/ursano ou lupano
dihidroxilado. Como foi referido anteriormente, a complexidade espectral e a auséncia de
iao molecular nao permitiu conclusdes.

Foi entao tentada e conseguida uma boa separacao por HPLC dos componentes
da fraccio 2CA com Metanol: Agua (96:4 (0,1% acido acético)), usando o detector de “/ight-
scattering’ (ELSD) (figura 2.2.12).
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Yénvo (rmun )
Figura 2.2.12 Cromatograma obtido por HPLC-ELSD da fraccio 2CA (ver Parte
Experimental) do extracto neutro dos medronhos. Picos: 1- -
Amirina; 2- o-Amirina; 3- Olean-12-en-3f3,23-diol; 4- Lupeol.

Efectuou-se posteriormente a analise da frac¢do por HPLC-PBMS (figura 2.2.13).

Sample ID: Sample Description
Acquired 24-Jan-1996 at 15:13:31

Fraccéo 2CA Scan El+
Pico 4 TIC
100 1.44e6
Pico 2 Area
Pico 3
OA)_
Pico 1
0 T T T T T T T T T T 1 T 1 n
5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000

Figura 2.2.13 Cromatograma obtido por HPLC-PBMS da fraccao 2CA (ver Parte
Experimental) do extracto neutro dos medronhos. Picos: 1- -
Amirina; 2- o-Amirina; 3- Olean-12-en-3f3,23-diol; 4- Lupeol.

Todos os espectros de massa apresentaram iao molecular e padrdes de
fragmentacgao racionalizaveis, comparaveis aos espectros de impacto electrénico descritos

271,341

na literatura (figura 2.2.14).
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Sample ID: Sample Description
Acquired 24-Jan-1996 at 15:13:31

Fraccéo2CA Scan El+
100 190% 2088 426
1870 2112 2-5;’93
rea
% | 2125
0 T T T T T T T T T T
Scan El+
2075 218
100 1995 2111 1.50e5
% 2123 Area
1919
G " RN DL I | [ l [ | [ | [N l [ I 1 | [ | [ | e | [ l [ | [ | [ l [N} | [
Scan El+
_ 1998 203
1004
R 2069 6.44e4
%_: \ 2120 Area
0= L B IR IR L I B B B IR I
Scan El+
100 1895 2017 189
] 6.72e4
%] 1849 2114 Area
0_"I""I""I' ML ML 'I""I‘"'I""l"“I""I""l"rt
5.000 10 000 15 000 20 000 25.000 30.000 35.000

Figura 2.2.14 Cromatogramas de massa para os ides diagnéstico mais significativos
para a o-amirina (m/z 426, 189), lupeol (m/z 426, 218), ¢ olean-12-en-
3B,23-diol (m/z 203).

O espectro de HPL.C-MS do componente pico 2 apresentou como [M'] o ido
m/z 426 (19); mostrou também o ido M/z 411 (4) [M-15]", o ido m/z 408 (15) [M-18]", o ido
m/z 393 (2) [M-15-18]" e, como pico base a m/z 218 (100) interpretado como sendo
correspondente ao fragmento a, proveniente da reaccao RDA, nos esqueletos carbonados
oleanano/ursano com insaturacio em C,,-C,; sem substituicao nos anéis D e E (esquema
da figura 2.1.9, R=OH, R’=CH,; e R”=H); o espectro mostrou também o iio m/z 207 (4),
fragmento b, o ido M/z 203 (24), [a -15]", quebra em C,-C; e o ido M/z 189 (29) que
corresponde a [a -29]" e [b -18]". O composto depois de isolado e recristalizado em
acetona: metanol (1:2), apresentou um valor de rotagdo especifica de [a], +82.5° (CHCL,)
(lit.”*: +83.5° (CHCL,)) e um ponto de fusio de 184-187 °C (lit.**: 186 °C), tendo sido
identificado como sendo a o-amirina (urs-12-en-3B-ol, 2.2.3-3).7"*" (ver Apéndice-1). O

seu espectro de BC-NMR esti descrito na tabela 2.2.4.
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Tabela 2.2.4 Desvios quimicos (8) de 3C-NMR dos compostos
o-Amirina, B-Amirina e Lupeol. Solvente: CDCl;

o-Amirina  lit®5  B-Amirina  lit>®  Lupeol it
C-1 38.82 38.9 38.74 38.7 38.71 38.7
c-2 27.28 273 27.33 273 27.42 27.4
c3 78.90 78.9 78.93 78.9 78.92 78.9
C-4 38.71 38.8 38.83 38.8 38.84 38.8
c-5 55.26 55.3 55.28 55.3 55.30 55.3
C-6 1833 18.4 18.38 18.4 18.31 183
c-7 33.12 33.1 32.68 32.8 34.28 34.2
C-8 39.91 40.1 38.83 38.8 40.83 40.8
C-9 47.90 47.8 47.90 477 50.44 50.4
C-10 3691 36.9 36.88 37.0 37.16 37.1
c-11 2332 233 23.63 23.6 20.92 20.9
c-12 12431 1243 121.78 121.8 25.14 25.1
C-13 13952 1393  145.19 145.1 38.05 38.0
C-14 4224 422 41.82 418 42.82 42.8
C-15 2654 26.7 26.15 26.2 27.42 27.4
c-16 2801 28.2 27.08 27.0 35.58 35.5
C-17 3383 33.8 32.68 325 42,98 43.0
C-18 5902 58.9 47.32 474 48.30 482
C-19 3953 39.6 46.86 46.9 47.97 47.9
C20  39.60 39.6 31.12 31.1 15092 1509
c21 3132 313 34.83 34.8 29.84 29.8
C22 4163 41.6 38.01 37.2 39.99 40.0
C-23 2804 282 28.32 282 27.98 28.0
C-24 1581 15.6 15.64 15.5 1535 15.4
c-25 1581 15.6 15.64 15.6 16.10 16.1
C26 1692 16.9 17.04 16.9 15.97 15.9
C-27 2334 233 26.15 26.0 14.54 14.5
c-28 2871 287 28.32 28.4 17.99 18.0
C-29  17.42 17.4 33.28 333 109.31 109.3
C30 2133 214 23.63 23.7 19.30 19.3

O espectro do isémero correspondente a0 pico 4 apresentou também [M'] a m/z

426 (15), mostrando como ides principais M/z 411 (6), [M-CH,]", m/z 207 (56), m/z 189

(44), [207-H,0O]" e como pico base M/Z 95; o ido 365 (4), [M-43-18]" (perda de 4gua e

grupo isopropenilo terminal) e os intensos ides a M/z 189 e 207 sdo caracteristicos do

espectro do lupeol resultantes da fragmentagao RDA no anel C (de acordo com o esquema
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341

da figura 2.1.9 esqueleto carbonado tipo lupano, com R = OH).”™ Este composto depois

de isolado e recristalizado (CHCL,/MeOH) apresentou como bandas mais significativas no
IV: 3370 e 1032 cm™ (hidroxilo), 3080, 1645 ¢ 883 cm™ (metileno terminal) e 1383 cm’
(dimetilo geminal). O seu espectro de UV apresentou uma banda com fraca absor¢ao com
um A, = 206 nm (€=2500) correspondente a dupla exociclica. No seu espectro de 'H-
NMR identificaram-se 6 grupos metilo tercidrios entre 6 0.88 e 1.15 (3H cada, s), trés

protdes alilicos na forma de singleto alargado a 8 1.68 (3H, 5, C=C-Me), e dois vinilicos a &
4.57 e 4.67 (1H cada, br s, -C=CH,); Estes sao sinais caracteristicos dos derivados lup-
20(29)-eno.”” Também o protio C-3 axial surgiu no 'H-NMR como duplo dubleto a & 3.18
com constantes de acoplamento de 11.0 Hz e 5.8 Hz, confirmando a orientagao equatorial
do hidroxilo em C-3." O espectro de "C-NMR esteve de acordo com a existéncia de um
grupo isopropenilo, em particular a ressonancia caracteristica do atomos de carbono
vinilicos (C-20, & 150,9 e C-29, & 109,3).”"*>** O composto apresentou um valor de
rotagdo especifica [a], +27° (CHCL,) (lit.**: +26.4° (CHCL,)) e um ponto de fusdo de 211-

214 °C (lit.**: 215 °C). O composto foi identificado como Lupeol (lup-20(29)-en-3pB-ol,
2.2.3-5) (ver Apéndice-1).

A tabela 2.2.4 descreve igualmente o espectro de "C-NMR deste composto.
Verifica-se que relativamente as amirinas, as principais diferengas incidem nos valores dos
carbonos C-12 (~97 a 99 ppm), C-13 (~101 a 107 ppm), C-20 (~111 a 120 ppm) e C-29
(~76 a 92 ppm).

Saliente-se que o "C-NMR é tido na literatura™">

como um método importante
na distin¢ao dos isémeros o- e B-amirinas. As principais diferencas entre a- e B-amirina
incidem nos valores C-12 (~3 ppm) e C-13 (~6 ppm), C-18 (~12 ppm), C-19 (~7 ppm), C-
20 (~8.5 ppm) e C-29 (~16 ppm), valores observados em CDClL.

A B-amirina (pico 1) depois de isolada e recristalizada (etanol absoluto/hexano)
apresentou como rotacdo especifica [a], +88.0° (CHCL) (lit.**: +88.4° (CHCL)) e um
ponto de fusio de 195-197 °C (lit.”*: 197-198 °C) (ver Apéndice-1). Na tabela 2.2.4 esta

igualmente descrito o espectro de "C-NMR da B-amirina.

96



Resultados e Discussio

Saliente-se que os triterpendides com estruturas derivadas dos olean-12-eno e urs-
12-eno estdo largamente distribuidos no reino vegetal, sendo frequentemente isolados

. . Lo 259
CcOmo misturas 1ISOmericas.

A figura 2.2.15 mostra o espectro HPLC-PBMS obtido para o pico 3. Este

apresenta um padrio de fragmentacio compativel com uma estrutura derivada de

oleanano/ursano.”**

100 My

107121

] 189

%] 135047 451175 10

| o718

0: / A1 /79T 207 N;E9 65 303409 44

3 miz

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 2.2.15 Espectro de massa HPLC-PBMS do pico 3 da figura 2.2.13. O composto
foi identificado como sendo olean-12-en-33,23-diol, um novo composto
natural.

No espectro o ido M/z 424 (1), foi tido como [M-18]", m/z 409 (2), [M-15-18]", os
fragmentos m/z 229 (7), 218 (88), 203 (100), e 189 (29), provenientes dos anéis D/E e, m/z
223 (1), devido ao fragmento [C,,H,;0,]" e m/z 205 (22), [223-H,0]" (provenientes dos
anéis A/B ) (figura 2.2.16). O padrio de fragmentacio restringiu a localizacdo dos dois
grupos hidroxilo aos anéis A/B. Também o espectro de massa de HRGC-MS do derivado
trimetilsililado deste composto mostrou fragmentos intensos a M/Z 483 deduzido como
sendo [M-TMS-31]" (perda do fragmento -CH,OTMS) e M/Z 265 atribuido a [223+TMS-
317"
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CH,"* CH,"
—»
“ CH,0H /" CH,0H
. m/z 223 m/z 205
[M[* iz 442
\ + CH2+
HO
m/z 191
- m/z 218 -
B 1+ B T+
CH,"
/:Q/ |
.
m/z 133
- m/z 189 - — miz 203 -

Figura 2.2.16 Esquema de fragmenta¢io proposto para o Olean-12-en-3f3,23-diol
(pico 3).271-273345347

Da comparacio dos dados de '"H-NMR e "C-NMR registados (tabela 2.2.5) com

345,348,349

os valores de compostos analogos (figura 2.2.17) surgiu a indicagao da presenca de

um derivado diol do olean-12-eno com um grupo hidroximetilo no anel A (em C-23 ou C-
24); saliente-se a presenca de protio metinico a & 3.49 (s, largo), indicativo de grupo
hidroxilo em C-3 (posi¢io equatorial) e sinais a 6 3.20 (s, latgo) e & 3.66 (s, largo) de
protoes metilénicos adjacentes a grupos hidroxilo (-CH,0OH) confirmados pela presenca no

espectro de "C-NMR dos sinaisa 6 79.02 e 8 71.72 respectivamente. A figura 2.2.17
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~ . . , . 1
mostra a correlacdo existente entre os desvios quimicos de H-NMR do composto

correspondente ao pico 3 de diois derivados do lupeol e PB-amirina descritos na

literatura.**>*

Tabela 2.2.5 Desvios quimicos (8) de *C-NMR e 'H-NMR do olean-12-
en-3[3,23-diol (pico 3). Solvente: CDCl3

C-NMR 1H-NMR
C-1 38.73 H-3 3.49, s, br
C-2 27.44
C-3 79.02 H-12 5.183,t, ] = 4 Hz
C-4 42.84
C-5 55.32 H-23 3.197, s, br
C-6 18.33
C-7 32.80 H-23’ 3.656, s, br
C-8 38.73
C-9 48.32 H-24 1.236 (3H, s)
C-10 37.18
C-11 23.60 H-25 0.868 (3H, s)
C-12 121.68
C-13 145.24 H-26 0.943 (3H, s)
C-14 41.84
C-15 26.21 H-27 1.134 (3H, s)
C-16 27.44
C-17 32.52 H-28 0.828 (3H, s)
C-18 47.99
C-19 47.99 H-29 0.868 (3H, s)
C-20 29.86
c-21 34.80 H-30 0.868 (3H, s)
C-22 37.18
C-23 71.72
C-24 23.60
C-25 15.36
C-26 16.11
C-27 25.17
C-28 28.00
C-29 34.80
C-30 23.72
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Figura 2.2.17 - Desvios quimicos 'H-NMR e BC-NMR (8) do olean-12-en-3[3,23-
diol (pico 3) e diois derivados do lupano e do oleanano.

Estrutura e respectivos 8 de 'H e "C-NMR Ly

5.183,t,] = 4 Hz
N

3.49,5, br
~..
HO
4 CH,0H
* J 320, 5, br
{3.66, s, br
Lup-20(29)-en-3p,23-diol 349
o l454d7=18H 109.33
(4.65,d, ] = 1.8 Hz 150,98
3.59,dd, |
J=92Hz
J=42H2)T
HO ‘
2 gl'{zOH .
“J3.39,d,7= 10412 4 SH,0H
13.69,d, ] = 10.4 Hz 2215

Lup-20(29)-en-3pB,24-diol 345

[4.65,d,] =25 Hz

.
14.69,d.] = 2.5 Hz

i 10936

b J}so.‘m

HOH,C 3
27

“\J333,d, 7= 1151y HOH,C
24

|4.18,d, ] = 115 Hz &
Olean-12-en-3f3,24-diol 345

5.18,t,/ = 3.5 Hz
\

3.44,dd, -{
J=15Hz
J=55Hz ™
HO C
HOH,C, %

“\[3.34,d,7=115Hz
421,d,7=115Hz

O espectro de IV do composto apresentou como bandas mais significativas 3600-
3100 (3411)cm™ (OH), 2918, 2850, 1636 (C=C), 1259 (C-O) e 800 cm”. O composto

apresentou um ponto de fusao de 247-251 °C.
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Com base nos dados espectroscépicos o composto relativo ao pico 3 foi

identificado como sendo o olean-12-en-33,23-diol (ver Apéndice-1).

Este composto ¢ um produto natural novo.

\

CH,OH

Olean-12-en-3f,23-diol (2.2.3-8)

A sub-fraccao 2CB, correspondente a 8% da fraccio 2C, mostrou ser um
composto puro: o seu espectro de massa apresentou ido molecular [M '] a m/z 414 (32); ido
[M-15]" a m/z 399 (10) e ido [M-18]" a m/z 396 (21) (de acordo com o esquema da figura
2.2.8, com R = OH e R’ = CH,CH,). Mostrou também o caracteristico ido [M-SC]" a m/z
273 (19), cotrespondente ao fragmento ; o ido [M-85]" a m/z 329 (21), e o ido [M-111]" a
m/z 309 (15). O seu espectro de FTIR apresentou bandas indicativas da presenca de OH e
de insaturacdo: 3550-3250 cm™ 1632, 1465, 1367. O seu espectro de "H-NMR apresentou 6

singletos relativos a grupos metilo entre 6 0.68 e 1.01, surgindo um multipleto de protio
olefinico a 6 5.35 (1H, 7, H-6); para além de um sinal alargado a & 3.52, atribuivel ao

protio metinico o em C-3 (ver Apéndice-1). O seu espectro de "C-NMR est4 descrito na

tabela 2.2.6.
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Tabela 2.2.6 Desvios quimicos (§) de C-NMR do B-Sitosterol.
Solvente: CDCls

B-Sitosterol  lit.> B-Sitosterol  lit.3>
C-1 37.11 37.2 C-16 27.92 28.2
C-2 31.50 31.6 C-17 55.96 56.0
C-3 71.73 71.8 C-18 11.65 11.9
C-4 42.17 42.3 C-19 19.20 19.4
C-5 140.85 140.7 C-20 35.99 36.1
C-6 121.75 121.7 C-21 18.84 18.8
C-7 31.75 31.9 C-22 33.79 33.9
C-8 31.75 31.9 C-23 25.92 26.0
C9 50.02 50.1 C-24 45.71 45.8
C-10 36.35 36.5 C-25 30.05 29.1
C-11 20.01 211 C-26 19.62 19.8
C-12 39.64 39.8 C-27 18.58 19.0
C-13 42.17 42.3 C-28 22.89 23.0
C-14 56.67 56.8 C-29 11.65 12.0
C-15 24.12 24.3

O composto apresentou um valor de rotagdo especifica de [at], -34.5° (CHCL,)
(1it.**: -37° (c = 2, CHCL,)) e um ponto de fusio de 135-138 °C(lit.”*: 140 °C). O composto
foi identificado como sendo o ubiquo [B-Sitosterol (Estigmat-5-en-3B-ol, 2.2.4-6) (ver

A : 330,332,333
Apéndice-1).7202330

Fracgao 2D: da andlise desta sub-fraccio concluiu-se ser uma mistura de trés
triterpenos pentaciclicos (figura 2.2.18) tentativamente identificados como sendo um

hidroxiceto-triterpendide (o-Amirenonol, 33%) (2.2.3-7)); um aldeido hidroxi-terpendide

(Aldeido ursélico, 12,5%) (2.2.3-6)) e um di-hidroxiterpenside (Uvaol, 54,5%) (2.2.3-9)).
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Figura 2.2.18 Tracado HPLC-PBMS da fracgio 2D (extracto neutro) dos medronhos.
Pico 1- a-Amitenonol, Pico 2- Aldeido ursélico, Pico 3- Uvaol;
Condigbes experimentais: fluxo isocratico de 0,7 ml/min.; coluna

Lichrosorb RP18 (250 x 4 mm) (df = 5 pm); em condi¢des isocraticas com
Metanol: Agua (0,1% 4cido acético) (96:4). HPLC-PBMS, 10 scans/s
(ver Parte Experimental).

A analise do espectro de massa, do primeiro composto (2.2.3-§) (pico 1), mostrou
como i3o de massa mais elevada M/z 440 (16), identificado como iio molecular [M']; ido
[M-15]" a m/z 425 (6); ido [M-18]" a m/z 422 (10) e, como pico base m/z 273 (100)
interpretado como sendo proveniente da fragmentacao RDA no anel C, com presenga de
grupo oxo em C-11 (fragmento a, figura 2.2.9 e esquema da figura 2.1.19); o espectro
mostrou também M/z 232 (84) e [M-28]" a m/z 413 (8). Este dltimo ido M/z 413,
juntamente com a presenca do ido M/Z 135 (82), corroboraram a presenca de carbonilo em
C-11. O espectro de massa foi racionalizado de acordo com o esquema de fragmentagao

representado na figura 2.2.19.
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m/z 273

+
HO HO.
—_— \QC-

m/z 135

Figura 2.2.19 Esquema de fragmenta¢io proposto para o o.-Amirenonol.323351

O composto foi tentativamente identificado como 3f-hidroxi-urs-12-en-11-ona
(0-Amirenonol, 2.2.3-7)*>*" (ver Apéndice-1).

O componente minoritario (pico 2), desta fracgao apresentou um espectro de MS
com o seguinte padrio de fragmentagio: [M'] a m/z 440 (13), [M" -15] a m/z 425 (6); [M" -
18] a m/z 422 (10), perda de uma molécula de agua e M/z 407 (7), [M"-15-18]. Apresentou
também o i2o M/z 232 (18), que foi interpretado como sendo devido 2 clivagem do anel C

via fragmentacio RDA (fragmento a, figura 2.2.9) com possivel presenca de um grupo
CHO ou no anel D ou no anel E, e o ido m/z 411 (8), [M-29]" normalmente indicador de
perda de grupo aldeido CHO, racionalizado como estando em C-28. Os fragmentos m/z
218 (100), fragmento ¢ (insaturacio em C,,-C,; (figura 2.2.9)), m/z 203 (56), ido [c-15]", e
m/z 189 (36), [b -18]", sio reflexo da presenca de esqueleto carbonado detivado do

oleanano/ursano.””" O composto foi tentativamente identificado como sendo o 3B-hidroxi-
urs-12-en-28-al (aldeido ursdlico, 2.2.3-6) (ver Apéndice-1).
Por dltimo o componente dominante da fraccao 2D (pico 3), apresentou também

um padrio de fragmentagdo caracteristico de esqueleto carbonado derivado do

oleanano/ursano; ido molecular [M"] a M/z 442 (11); ido [M-15]" a m/z 427 (9); ido [M-18]"
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a M/z 424 (3); ido [M-CH,OH]" a m/z 411 (15); ido [M-15-18]" a m/z 409 (4); pico base a
m/z 218 (100) (fragmento ©); ido [c-15]" a m/z 203 (53), m/z 189 (28) e o ido M/z 234 (31)
(fragmento a) devido a clivagem do anel C via fragmentagdo RDA, com presenga de um
grupo CH,OH ou no anel D ou no anel E. O ido molecular M/ 442 ¢ o fragmento M/z 406
(11) [M-18-18]" suportaram a presenca de um diol triterpénico, urs-12-en-3f3,28-diol
(Uvaol, 2.2.3-9)"*(ver Apéndice-1). Esta identificacio foi confirmada com padrio.

Refira-se que o uvaol é um composto comum em plantas da familia das Ericaceas,
a qual o medronheiro pertence. E um dos compostos mais caracteristicos do género

Abretostaphylos, em especial da uva-ursina (A. mva-nrsi).””

Devido ao facto de esta sub-frac¢ao ser de reduzidas dimensdes (~5 mg) nao se
efectuou o isolamento dos seus componentes.

Esta ¢ a primeira citagao destes compostos como constituintes do medronho.

Fracgao 3: O cromatograma de HPLC-MS desta frac¢io mostrou apenas um

pico, figura 2.2.20.
~
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Figura 2.2.20 Cromatograma da frac¢do 3 do extracto neutro dos medronhos
obtido por HPLC-PBMS (ver Parte Experimental).

No entanto, a sua analise por BC-NMR mostrou ser uma mistura de 2 isémeros
(figura 2.2.21); Esta conclusao deveu-se ao facto do espectro desta mistura apresentar 2

254,255

pares de sinais na zona 120-160 ppm atribuiveis segundo a literatura aos carbonos

olefinicos C-12 ¢ C-13 de estruturas derivadas da a- ¢ B-amirinas, juntamente com dois

105



J.P.Noronha, Metabolitos Secundérios do Fruto de Arbutus unedo 1..

sinais na zona 8 e também dois valores distintos na zona dos ~8 180 (176 ¢ 181 ppm),
atribuiveis a funcao carboxilo.

O recurso a TLC preparativa permitiu a separacao destes dois isbmeros (silica gel
(tolueno: acetona: acido acético (100:3:0,07)). Obtiveram-se dois componentes. Rf = 0,65 e

Rf = 0,42, sendo o de maior Rf o composto dominante.

e ) | '.M,\,_, I TR L t.Ll_ui\l._L).,M,_N

1 Aul E0= (nae 26000 20N 71 ¥ |

Figura 2.2.21 Espectro de 'C-NMR da fracgio 3 do extracto neutro dos
medronhos (ver Parte Experimental). Mistura dos acidos ursélico e
oleandlico.

Os espectros de massa destes dois compostos mostraram-se bastante similares.
Ambos apresentaram padrio de fragmentagao (previsivel) de derivados da série
ursano/oleanano. O espectro do primeiro componente (2.2.3-10) mostrou ido molecular
[M'] 2 m/z 456 (4); o ido M/Z 248 correspondente ao pico base, foi interpretado como
sendo devido a clivagem do anel C via fragmentacio RDA (fragmento a, figura 2.2.9) e
indicou a possivel presenca de um grupo COOH no anel D ou no anel E; ido [M-18]" a
m/z 436 (1); ido [M-15-18]" a m/z 423 (1); o ido [M-COOH-18]" a m/z 392 (3) e o intenso
ido [a-45]" a m/z 203 (69), sustentaram a perda de COOH como provavel localizagio em

C-28."” O composto apresentou como bandas de IV mais significativas 3434 cm™ (OH),

1693 cm™ (C=0) e 1645 cm™ (C=C).
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Tabela 2.2.7 Desvios quimicos (8) de 3C-NMR dos Acidos
ursolico e oleandlico. Solvente: CDCls

Acido lit. 248 Acido lit. 249
Ursélico Oleandlico

C-1 38.86 38.7 38.52 38.5
C-2 23.59 23.5 27.29 27.4
C-3 79.08 79.0 79.07 78.7
C-4 39.56 39.6 38.67 38.7
C-5 52.72 52.7 55.31 55.2
C-6 18.33 18.3 18.34 18.3
C-7 33.01 33.0 32.65 32.6
C-8 39.08 39.1 39.33 39.3
C-9 47.62 47.6 47.63 47.6
C-10 36.72 36.7 37.05 37.0
C-11 23.59 23.7 23.82 23.8
C-12 127.08 127.0 122.82 122.7
C-13 138.42 138.4 145.05 143.4
C-14 42.04 42.0 42.07 41.6
C-15 29.68 29.4 27.67 27.7
C-16 23.33 23.3 23.33 23.4
C-17 47.96 47.9 46.63 46.6
C-18 55.29 55.3 41.27 41.3
C-19 30.64 30.6 45.82 45.8
C-20 30.46 30.4 30.65 30.6
C-21 27.26 27.3 33.82 33.8
C-22 37.04 37.0 32.35 32.3
C-23 23.33 234 28.08 28.1
C-24 16.97 17.0 15.57 15.6
C-25 16.97 17.0 15.33 15.3
C-26 15.58 15.5 16.97 16.8
C-27 24.19 24.2 26.08 26.0
C-28 176.08 176.0 181.07 181.0
C-29 21.14 21.1 32.65 33.1
C-30 22.67 23.4 23.82 23.6

Entretanto no seu espectro de "C-NMR, a presenca dos sinais a 8 127.0 e 138.4,
C-12 e C-13 respectivamente, juntamente com o sinal 6 176.0 (C-28) indicaram estarmos na
presenca de um derivado ursano (derivado da o-amirina).”*”*** O seu espectro de 'H-
NMR apresentou 5 grupos metilo terciarios entre & 0.78 ¢ 1.07 (3H cada, s), e 2 grupos
metilo secundarios 6 0.86 ¢ 0.94 (3H cada, dupletos, | = 7.0 Hz, H-19 e H-20), sutgindo a

multiplicidade do protio olefinico na forma de tripleto a 6 5.24 (] = 3.5 Hz, H-12). Além
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disso o protio metinico axial em C-3 surge no 'H-NMR como duplo dupleto a 8 3.20 com
constantes de acoplamento préximas (8.5 Hz e 7.0 Hz), confirmando a orientagao
equatorial do hidroxilo em C-3 (biossinteticamente a unica possivel). O composto
apresentou um valor de rotacio especifica [a], +65° (EtOH) (lit.** +67.5°) e um ponto de
fusdo de 283-287 °C (lit.”” 291 °C). O composto, componente dominante desta fracgio (22
mg, 62,8% da fraccio), foi identificado como sendo o acido ursélico (acido 3B-hidroxi-urs-
12-en-28-oico, 2.2.3-10).”* O outro isémero componente da mistura é o 4cido oleandlico
(acido 3B-hidroxi-olean-12-en-28-oico, 2.2.3-11) (13 mg, 37,1%). O seu espectro de “C-
NMR (juntamente com o do acido ursolico) encontra-se descrito na tabela 2.2.7. O seu
espectro de 'H-NMR (Apéndice-1) apresenta 7 grupos metilo terciarios entre 8 0.74 ¢ 1.15
(3H cada, s), surgindo o protao olefinco H-12 na forma de tripleto a & 5.21 (J = 3.3 Hz). O
protao H-3 axial surge a 6 3.24 (dd, / = 9.0 Hz e 7.0 Hz). O composto apresentou um valor

de rotagio especifica [a], +82.3° (CHCL,) e um ponto de fusio de 305-308 °C (lit.”* [a],
+79.5° e p.f. 306-307 °C).

Os dados obtidos estio de acordo com os dados mencionados na literatura®">**>

M5 363539 para estes dois compostos. Estas identificagdes foram confirmadas com
amostras auténticas.

Refira-se que estes dois acidos representam os componentes dominantes do
extracto direccionado a triterpendides.

Saliente-se aqui o facto de a maioria dos triterpendides por nds identificados no
medronho serem compostos vulgarmente encontrados nas plantas superiores (ver figura
1.2.14), possuindo uma via biossintética bem conhecida.™

O 4cido ursolico e o lupeol foram anteriormente descritos como constituinte das
folhas e bagas de plantas da familia das Ericiceas™ dos géneros Arctostaphylos nva-ursi,
Vaccininm macrocarpon, Rhododendron hynenanthus, tendo sido igualmente descritos na planta de
Arbutus unedo.”™

A composi¢ao do medronho em triterpendides esta descrita na tabela 2.2.8. Nas

tabelas 2.2.9 e 2.2.10, encontram-se representadas as suas estruturas.
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Tabela 2.2.8 Composi¢ao em triterpendides do fruto de Arbutus unedo.

Compostos Identificados

m/z (int. rel. %)

Tritetrpenos Pentaciclicos

Lupeona

a-Amirenona

a-Amirina

P-Amirina

Lupeol

Aldeido ursélico

a-Amirenonol

Olean-12-en-343,23-diol

Uvaol

Acido Utrsélico

Acido Oleanslico

Triterpenos Tetraciclicos

5a-Colestano

Colestan-3-ona

Colesterol

Estigmasterol

Estigmast-4-en-3-ona

P-Sitosterol

424(M™), 409, 381, 368, 313, 245, 233, 218, 207, 205(100), 203, 191, 189,
175, 161, 147, 135, 121, 109, 95, 83, 69, 55

424(M+), 406, 391, 382, 355, 339, 313, 295, 255, 219, 218(100), 206, 203,
191, 189, 175, 161, 147, 135, 121, 119, 109, 95, 81, 69, 55

426(M*), 411, 408, 393, 385, 339, 313, 297, 286, 272, 257, 231, 219,
218(100), 207, 205, 203, 190, 189, 175, 161, 147, 135, 122, 109, 95, 93,
81, 69, 67, 55

426(M+), 411, 408, 393, 385, 355, 315, 313, 287, 273, 272, 257, 229, 220,
219, 218(100), 205, 203, 189, 175, 161, 147, 135, 121, 119, 109, 95, 93,
81, 69, 67, 57, 55

426(M+), 411, 409, 408, 393, 365, 343, 317, 315, 297, 271, 257, 246, 229,
219, 218, 207(56), 205, 189, 175, 161, 149, 147, 135, 123, 121, 109, 107,
95(100), 93, 91, 81, 69, 67, 57, 55

440(M+), 441, 425, 422, 411, 407, 394, 369, 353, 342, 329, 326, 311, 302,
273, 255, 243, 233, 232, 219, 218(100), 207, 203, 109, 189, 175, 163,
147,135, 133, 121, 119, 107, 105, 95, 93, 91, 83, 81, 69, 55

440(M+), 425, 422, 413, 408, 407, 395, 353, 340, 313, 301, 299, 287, 274,
273(100), 271, 248, 235, 233, 232, 217, 203, 189, 175, 161, 149, 135,
133,121, 119, 107, 105, 95, 93, 91, 83, 81, 69, 55

442(M+), 424, 409, 408, 393, 365, 339, 315, 313, 297, 271, 257, 243, 229,
223, 219, 218(88), 205, 203(100), 191, 189, 175, 161, 147, 135, 121,
119, 109, 107, 105

442(M), 441, 438, 427, 426, 424, 411, 409, 408, 406, 390, 379, 339, 327,
297, 287, 274, 273, 271, 234, 218(100), 207, 203, 189, 175, 161, 149,
147,135, 121, 119, 107, 105, 95, 81, 79, 69, 67, 55

456(M™), 438, 423, 410, 392, 377, 351, 327, 301, 271, 257, 250, 249,
248(100), 235, 233, 220, 219, 215, 207, 204, 203, 199, 189, 175, 163,
147,135,133, 121, 119, 107, 105, 95, 93, 81, 69, 55

456(M™), 438, 423, 410, 392, 377, 351, 327, 301, 300, 271, 257, 249,
248(100), 235, 220, 219, 207, 204, 203, 199, 189, 175, 173, 163, 147,
135, 133, 121, 119, 107, 105, 95, 93, 81, 69, 55

372(M*), 373, 358, 357, 287, 262, 232, 219, 218, 217(100), 203, 189, 175,
163, 150, 149, 148, 135, 123, 122, 121, 109, 108, 107, 95, 93, 83, 81, 79,
69, 67, 57, 55

386(M*), 371, 353, 316, 273, 246, 230, 231(100), 217, 207, 189, 175, 163,
149,135, 123, 109, 95, 83, 69, 67, 55

386(M*), 387, 371, 368, 353, 329, 326, 301, 275, 273, 255, 247, 231, 214,
213,199, 189, 173, 161, 147, 145, 133, 119, 105, 95, 91, 81(100), 69, 67,
57,55

412(M™), 397, 394, 379, 369, 351, 327, 314, 300, 299, 273, 272, 271, 255,
253, 241, 231, 229, 213, 199, 173, 159, 145, 133, 124, 107, 95, 83, 69,
55(100)

412(M™), 397, 370, 327, 289, 288, 271, 229, 211, 207, 177, 173, 161, 147,
135, 124(100), 107, 95, 83, 69, 57, 55

414(M™), 415, 399, 396, 381, 329, 309, 303, 285, 275, 273, 255, 231, 229,
213,199, 163, 161, 159, 145, 107(100), 105, 95, 93, 91, 81, 69,
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Tabela 2.2.9 Estruturas dos triterpenos pentaciclicos identificados no medronho.

comene Triterpenos Pentaciclicos e R R’ R” M+
2.2.3-  Nome comum Nome sistemitico
1 Lupeona Lup-20(29)-en-3-ona m o CH, . 424
2 g-Amirona Urs-12-en-3-ona II o CH; H 424
3 o-Amitina Urs-12-en-3B-ol II  B-OH,H CHs H 426
4 B-Amirina Olean-12-en-3p-ol I poHH CH CH; 426
5  Lupeol Lup-20(29)-en-3B-ol I B-OH,H CH; - 426
6  Aldeido ursélico  3B-Hidroxi-urs-12-en-28-al Il pOH,H xCHO  H 440
(Ursenal)
7 o-Amirenonol 3B-Hidroxi-urs-12-en-11-ona I poHH CH o 440
8 Oleanenodiol Olean-12-en-3f,23-diol I pB-OH,H CHs  23CHOH 442
9 Uvaol Urs-12-en-3p,28-diol I BOHH CHOH H 442
10  Acido Ursélico Acido 3B-Hidroxi-urs-12-en- II  B-OH,H 28:COOH H 456
-28-6ico
11 Acido Oleandlico Acido 3B-Hidroxi-olean-12-en- I B-OH,H 2COOH  CHs 456

-28-6ico
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Tabela 2.2.10 Estruturas dos triterpenos tetraciclicos identificados no medronho.

v
Composto Triterpenos Tetraciclicos BwnTiee R R’ M+
224-  Nome comum Nome sistematico
1 Colestano S5o-colestano v H - 372
2 Colestanona 5a-colestan-3-ona v O - 386
3  Colesterol Colest-5-en-3p-ol II  B-OHH H 386
4  Estigmasterol Estigmasta-5,22-dien-3f3-ol o1 p-oH,H . 412
5 Estigmastenona Estigmast-4-en-3-ona I o - 412
(B-Sitostenona)
6  B-Sitosterol Estigmast-5-en-3f-ol II  p-OH,H CHCHs 414
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2.3.0 Compostos Basicos

Como foi referido em 2.1.0, o extracto global (metanol: agua (1:1)) dos medronhos,
foi fraccionado de acordo um esquema de extraccio por solventes usualmente utilizado
(esquema 2.1.0). Foram obtidas seis frac¢des. A fraccio V (F.V), segundo o referido esquema,
corresponderia a compostos com caracter basico, no entanto nao foi obtido qualquer vestigio
organico detectavel nesta fracgao.

Foi também efectuada uma extracciao especialmente dirigida a compostos basicos
(ver parte experimental), tendo sido obtido um resultado semelhante (nulo) ao obtido na
extraccao global.

A existitem compostos basicos (por ex. alcaldides) estardo presentes em
quantidades muito pequenas, nio detectadas pelos métodos cromatograficos empregues.
Refira-se que se utilizou sempre a sensibilidade maxima dos instrumentos. Neste caso
particular, foi também utilizada a detecgao especifica com recurso ao detector azoto-tésforo,

NPD, no extracto em natureza e derivatizado por trimetilsililacio, na analise por HRGC.
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2.4.0 Compostos Glicosados

As diferencas morfolégicas do fruto em relagio ao resto da planta como ja
anteriormente foi referido, poderio permitir, em alguns casos, a existéncia de diferenciacio
quimica entre estes.

As Ericiceas em geral e, o Arbutus unedo em particular, sio quimiotaxonomicamente
caracterizados, entre outros, por um fenol glicosado, a arbutina (estando nesta espécie
normalmente associadas as metilarbutina, hidroquinona e metil-hidroquinona) variando a
concentragio em funcio da espécie.”

Objectivou-se o seu isolamento e identificacdo nos frutos de Arbutus unedo, uma vez
que este composto glicosado, para além do seu interesse sistematico e ecologico, possui ainda
uma particular actividade farmacolégica.”>*

A partir da fraccao I (F.I) (proveniente da extrac¢ao global (2.1.0) dos frutos),
frac¢do  correspondente  a compostos muito polares, efectuou-se uma extrac¢ao
direccionada a compostos glicosados. Desta extraccao (ver parte experimental) nao foi
obtido qualquer residuo detectavel. De modo a confirmar o resultado obtido, extrafram-se
pelo mesmo método, folhas de Arbutus unedo provenientes das mesmas plantas de onde
foram recolhidos os frutos. A fraccdo foi controlada por TLC (RP-18, acetato de
etilo/agua (7:3)), sendo utilizados reveladores especificos de acordo com a natureza desta

™39 Na fraccio obtida das folhas, foram isolados e

fraccdo: Berlin Blue e Millons."
identificados os 4 compostos associados a esta familia de plantas: arbutina, metilarbutina,
hidroquinona e metil-hidroquinona. A sua identificacio ('"H-NMR, “"C-NMR e IV, ver
Apéndice-3) foi confirmada por comparagdo com padroes. A figura 2.4.0 mostra o

cromatograma de HPLC-RI da referida fraccdo. A quantificacio destes compostos foi

efectuada por HPLC-RI (coluna de L = 250 mm, d.i. = 4 mm empacotada com Lichrosorh
RP-18 Select B®, d, = 5 um (E. Merck, Darmstadt, Alemanha), ecluente acetato de
etilo/HCOOH/ H,O (88: 6: 6s)) utilizando-se o resorcinol (1,3-benzenodiol) como padrio
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interno. Para o efeito usaram-se as médias das areas percentuais relativas ao padrao interno
adicionado ao extracto. Os resultados obtidos foram convertidos em valores percentuais

(w/w) relativamente as folhas de medronheiro secas.

Tarmes (min )

L [3 w e - 16

Figura 2.4.0 Cromatograma de RP-HPLC-RI da frac¢io correspondente a
compostos fenolicos das folhas de Arbutus unedo.
Picos: 1- Arbutina, 2- Resorcinol (Pi), 3- Metilarbutina, 4-
Hidroquinona, 5- Metil-hidroquinona. (ver Parte Experimental).

Os resultados obtidos (» = 3) foram: arbutina (hidroquinona [-D-
monoglucopiranésido) 6%, metilarbutina 2,6%, e hidroquinona e metil-hidroquinona,
inferiores a 0,5% (0,38 e 0.07%, respectivamente) (Apéndice-3). Estes valores estao de acordo

. . 2-
com os descritos na hteratura.5 >

Estes resultados confirmaram a existéncia destes compostos na planta, mas nao no

fruto. Também neste caso, a existitem no fruto estardo em quantidades residuais, nao

detectaveis pelos métodos utilizados.
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2.5.0 Analise Bromatologica

Os medronhos, quando atingem a plena maturacdo sao, como ja foi referido, de
uma bela cor vermelha viva, sendo no seu desenvolvimento, verdes e depois amarelos. Na
tabela 2.5.0 referem-se as dimensoes médias dos medronhos estudados. A polpa, de cor
amarela, uniformemente distribuida do exterior ao interior, tenra, de sabor doce (na
maturidade), com retrogusto acidulo, continha numerosas sementes no interior (ver foto da

esquerda da figura 2.5.0).

Tabela 2.5.0 Dimensoes médias dos frutos maduros de Arbutus unedo.

altura (cm) 1,7-2,6
largura (cm) 1,8-25
espessura (cm) 1,8-25
peso médio (g) 5,5-8,3

2.5.1 Composi¢ao Quimica do Medronho

O exterior do medronho é coberto de “cicatrizes” vermelhas que contém
antocianinas. Segundo a literatura,™ a sua composigio em antocianinas distribui-se do seguinte
modo: delfinidina-3-O-galactésido (10%), cianidina-3-O-galactoglucésido (67%) e a cianidina-
3-O-galactosido (23%), valores tipicos da familia Ericdceas.

Também segundo a literatura,”* o miolo do fruto ¢ colorido de amarelo por
carotendides nomeadamente: licopeno, B-caroteno, a-caroteno; e as xantdfilas: violaxantina,

zeaxantina, luteina e criptoxantina.
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Figura 2.5.0 Medronhos em diferentes estados de maturacdo (dimensdes médias)
(foto da esquerda);!3 Corte transversal de um fruto, pormenor (foto da
direita).30!

Quanto ao uso alimentar e, como ja foi referido anteriormente (sec¢ao 1.1.0), os
frutos, apesar de serem agradaveis, doces, saborosos e aromaticos, sdo um pouco indigestos
(devido a quantidade de celulose) e provocam uma indefinida sensacao de mal-estar (uzedo - eu
como s6 um); Como consequéncia, em Portugal, os frutos sao utilizados predominantemente
no fabrico de aguardente.

Da observagiao das analises bromatologicas descritas na literatura (tabelas 2.5.1-
2.5.3) surge a indicagao de que os medronhos possuem quantidades apreciaveis de agucar
total e pectinas, um reduzido teor em acidos, sendo uma fonte de vitaminas e carotendides;
sdo especialmente ricos em 4cido ascorbico (vitamina C).* Em relagio a este dltimo aspecto
e reportando-nos a um estudo comparativo do teor em vitamina C em relacio a outros
frutos' verifica-se que o medronho é um fruto rico nesta vitamina: 8,2 mg (25 g de polpa)
para o medronho, 4 mg para peras e péssegos, 5 mg para magas e ameixas, ¢ 7 mg para as
ginjas (determinac¢do pelo método da 2,4-Dinitrofenil-hidrazina). O teor de vitaminas, ferro e

.. . . . . .. < 1, - 363
outros constituintes minerais atribui a0 medronho um elevado valor nutritivo e fisiolégico.

Em termos energéticos 100 g de polpa equivalem a 55-80 calorias.”***
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Tabela 2.5.1 Anilise do fruto maduro: composi¢ao em g ou mg por 100 g de polpa.?

Humidade 80,2

Matéria Seca 19,8

Acucar total (método Febling) 11,2
Proteina (método Fo/in) 0,76

Acidez titulavel (expressa em acido malico) mg 281
pH 3,7

Tabela 2.5.2 Anilise da matéria seca contida nos frutos.!3

Matéria % sobre a matéria seca
Seca (%) Proteina Lipidos Matéria nio Fibra Cinzas
bruta bruta azotada Bruta
28,7 2,6 3,4 73,6 18,4 2,0

Tabela 2.5.3 Cor, actividade da PME, acidos organicos, vitaminas, ¢ compostos
fenodlicos no medronho maduro (valores referidos a matéria seca).?

Cor L* 59,82
a* 18,75
b* 38,11
Actividade PME * (U/ml) ¢+ 0,13
Acidos Organicos (mg/100 g) L-Malico 265,7
Fumarico 0,7
Vitaminas (mg/100 g) Niacina 9,1
Acido Ascorbico 346,3
B-Caroteno 70,9
Compostos Fenolicos Fendis totais 1,46
(g catequina/100 g) Taninos 0,17

Colorimetria: A cor do homogeneizado fresco foi analisada para valores de L, a e b usando
a escala de “lightness”, vermelha e verde num Minolta CR-200 Croma Meter; padrio branco
com as caracteristicas: L* = 23,18; a* = 5,30; b* = 15,86);

(**)-Uma unidade de actividade ¢ definida como a quantidade de enzima que liberta da
pectina 1 mmol de grupos carboxilicos/min. a 30 °C e pH 7,5. A actividade da PME obtida
por titulacdo de acordo com Versteeg e# a/..36

ix Enzima pectinametil-esterase, PME, envolvida na desmetilagdo das substincias pécticas (Blinder ez 4£)3%8, cuja actividade
aumenta ao longo do amadurecimento dos frutos.
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O medronho nio consta da Tabela de Composigio dos Alimentos Portugueses™
No entanto e, de acordo com a sistematizagao estabelecida na referida tabela (ainda em
vigor), baseando-nos no agrupamento por afinidades e caracteristicas de composi¢ao e no
significado dos constituintes que apresentam maior interesse pela quantidade em que se
encontram nos produtos e pela importancia nutricional de que se revestem, os medronhos
enquadram-se no grupo V (Produtos horticolas, frutos).

Este grupo é predominantemente constituido por alimentos pobres em proteinas
e de valor energético baixo ou médio. Na generalidade sao bons fornecedores de acido

z : : : 22,369
ascorbico, de elementos minerais e de celulose.™

Para a execucdo da analise bromatoldgica utilizou-se a totalidade dos frutos
frescos. Na tabela 2.5.4, assinala-se a composi¢do (teores percentuais) dos medronhos

estudados. Os resultados obtidos estdo de acordo com os valores da literatura, j4 citados."

Tabela 2.5.4 Anilise bromatologica do medronho maduro: composicio em g por 100 g de
parte edivel. Condi¢bes ver Parte Experimental.

Parte edivel 100%
Agua 74,6
Matéria seca 254
Matéria Gorda 0,5
Glucidos Totais 16,7
Frutose 10,7
Glucose 5,1
Sacarose -
Proteina 1,2
Celulose 32
Cinzas 0,8
pH do fruto 3,9
Valor energético (calorias) 76,1

Por questdes varias, nao nos foi possivel a determinagao dos teores em vitaminas e

constituintes minerais, os quais viriam completar a analise bromatologica efectuada.
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2.6.0 Compostos de Pequena Massa
te Molecular e Baixo Ponto de Ebuli¢ao

Pelo facto de a nossa amostra ser um fruto, efectuamos também um processo
extractivo direccionado a compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de
ebulicao e, eventualmente perdidos na extrac¢ao global. Estes, compostos volateis,
completam os componentes do sabor dos frutos e estio normalmente associados a uma
enorme variedade estrutural: 4cidos, alcodis, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres, acetais,

hidrocarbonetos, fendis, lactonas, compostos de enxofre, aminas e, moléculas

>
heterociclicas.

A analise quimica do medronho ficaria, a nosso ver, incompleta se nao se tivesse
também em conta esta fraccio.

Efectuaram-se entdo analises dos componentes volateis em dois anos
consecutivos (1997 e 1998); o processo extractivo utilizado foi a hidrodestilagao - extracgao
simultanea (SDE) e o extractor o aparelho modificado de Likens-Nickerson (ver Parte
EXperimental) ‘133,19071 92,204

Para a identificacio utilizou-se HRGC com duas colunas em simultaneo de
polaridade diferente, DB-1™ (fase ligada de 100% dimetilpolisiloxano (] & W)) e DB-
17HT™ (fase ligada de 50% fenil, 50% dimetilpolisiloxano (] & W)) e HRGC-MSITD).
Tal procedimento visou a detec¢ao de co-eluigdes. Na determinagiao da composi¢io dos
extractos foi efectuada co-injeccdo com compostos padrio e/ou co-injeccio com
“extractos padrio”™ (Thymus caespititins, Citrus sp., Engenia cariophylla, Oleo de Rosa damascena)
tendo sido efectuada a comparagao dos indices de retengao (Ip, ver Parte Experimental)
dos componentes com os dos padroes e/ou os Ip descritos na literatura. Foi também
efectuada a comparacao dos espectros de massa de ITD dos componentes do extracto

com os dos padroes obtidos nas mesmas condi¢Oes experimentais e/ou os espectros de

ITD descritos na literatura.

~ 95

¥ Designdmos “extracto padrdo” os extractos cuja composi¢io se conhece (estd desctita na literatura),
sendo os espectros de massa (ITD) dos seus componentes igualmente bem conhecidos.372373
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2.6.1 Composi¢ao em Compostos de Pequena massa
Molecular e Baixo Ponto de Ebuli¢ao

A figura 2.6.1 ilustra os cromatogramas obtidos em simultaneo, para o extracto
correspondente 20 ano de 1997 com duas colunas de polaridade diferente DB-1™ e DB-
17HT™ (indices de polaridade 5 e 24 respectivamente)”

As figuras 2.6.2 e 2.6.3 mostram os tracados de corrente idnica total (TIC)
obtidos por GC-MS(ITD) do extracto em natureza, para os anos de 1997 e 1998,

respectivamente.

=
3
|

|
. N BT

Figura 2.6.1 Cromatograma do extracto em natureza, correspondente aos compostos de
pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicio dos frutos de Arbutus
unedo (para o ano de 1997). Forno: 45° - 3°/min. - 175° - 15°/min. - 300 °C
(10 min.); (A) - Coluna DB-17HT (d¢f= 0,15 pm, L = 30 m, d.i. = 0,25 mm);
(B) - Coluna DB-1 (d¢f = 0,25 um, L = 30 m, d.i. = 0,25 mm, ver Parte
Experimental). Compostos dominantes: a — 2-Furfural, b — Limoneno,
¢ — Terpinoleno, d — a-Terpineol, e — B-Damascona, f — B-Catiofileno.

* Nota: A escala de polaridade varia de 1 — 60.
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Figura 2.6.2 Tragado de corrente iénica total (TIC) obtido por GC-MS(ITD) do extracto em natureza,
correspondente aos compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicio dos
frutos de Arbutus nnedo (para o ano de 1997). Forno: 45° - 3°/min. - 175° - 15°/min .- 300
°C(10 min.); Coluna DB-1 (d¢f = 0,25 pm, L = 30 m, di. = 0,25 mm; ver Parte
Experimental). Compostos dominantes: a — 2-Furfural, b — Limoneno, ¢ — Terpinoleno,
d — a-Terpineol, e — B-Damascona, f — -Cariofileno.
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Figura 2.6.3 Tracado de corrente iénica total (TIC) obtido por GC-MS(ITD) do extracto em natureza,
cotrespondente aos compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢io dos
frutos de Arbutus unedo (para o ano de 1998). Forno: 45°-3°/min. - 175°-15° /min. - 300 °C (10

min.); Coluna DB-1 (dr = 0,25 pm, L. = 30 m, d.i. = 0,25 mm; ver Parte Experimental).
Compostos dominantes: a — 2-Furfural, b — Limoneno, ¢ — Terpinoleno, d — a-Terpineol,
e — B-Damascona, f — B-Cariofileno.

Dos resultados obtidos com as duas colunas verificou-se que para os dois

extractos em estudo a separacdo cromatografica com a coluna DB-1 (a coluna de menor

polaridade) foi a mais eficaz, tendo apenas sido detectadas 2 co-eluigbes no extracto
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correspondente ao ano de 1997 (picos 27 e 34, figura 2.6.2.1) e uma co-elui¢io (pico 41,
figura, 2.6.3.1) no extracto de 1998. O numero de co-eluigdes detectadas aumentou com o
incremento da polaridade das colunas utilizadas.

Como ja foi referido na pagina 121, na identificacio dos componentes dos
extractos foram utilizados os indices de reten¢do experimentais Ip dos componentes dos
extractos e efectuada a comparagao com os Ip de amostras auténticas ou comparagao com
os Ip dos componentes de “extracto padrao”. Foi igualmente efectuada a correlagio com
os Ip descritos na literatura.”’>"*?*" Os resultados obtidos, estio apresentados na tabela
2.6.2 e advém da separagao com a coluna DB-1, a coluna que se mostrou mais eficaz na
separacao dos componentes das matrizes estudadas.

O perfil de fragmentagao dos espectros de massa dos componentes, obtidos em
ITD e, a comparacio com os espectros de massa dos padroes obtidos nas mesmas
condigdes experimentais e/ou a comparacio, com espectros de MS-ITD da literatura,” foi
outro dos critérios utilizados na identificagdo dos componentes volateis. Notar que os
espectros de massa de I'TD poderao, em alguns casos, ser completamente diferentes dos
espectros descritos nas bibliotecas (“/ibraries”) mais correntes que utilizam o quadropdlo
(ver 1.3.1.1). No Apéndice-2A estao ilustrados os ajustes obtidos, bem como a comparagao
com os espectros de quadropdlo para os 6 componentes dominantes das 2 matrizes
estudadas.

Foram também executadas co-injeccdes com padrdes para confirmar as
identificacOes efectuadas.

Relativamente aos componentes para os quais nao foi possivel obter padrao (cerca
de 21% do total dos compostos identificados nesta frac¢ao), a identifica¢ao foi efectuada
por cotrelacio dos seus Ip com os Ip descritos na literatura,”” comparagio dos seus
espectros de massa com os espectros de I'TD descritos na literatura®” e, correlagio com os
espectros de quadropodlo contidos nas bibliotecas Wiy e NBS.

As figuras 2.6.2.1 (pag. 125) e 2.6.3.1 (pag. 127) sdo tracados expandidos
correspondentes as figuras 2.0.2 e 2.0.3 e nelas estao assinalados os componentes
identificados em cada um dos extractos. A identidade dos picos esta referida nas tabelas
2.6.0 e 2.6.1. Nestas tabelas estao igualmente descritos os espectros de massa de I'TD dos

compostos.
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Figura 2.6.2.1 Figura expandida do tracado de corrente iénica total (TIC) (figura 2.6.2) obtido por GC-

MS(ITD) a partir do extracto em natureza, correspondente aos compostos de pequena massa
molecular e baixo ponto de ebulicio dos frutos de Arbutus unedo (para o ano de 1997).
Identidade dos picos de acordo com a tabela 2.6.0.
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Figura 2.6.3.1 Figura expandida do tragado de corrente i6nica total (TIC) (figura 2.6.3) obtido por GC-
MS(ITD) do extracto em natureza, correspondente aos compostos de pequena massa e
baixo ponto de ebulicio molecular dos frutos de Arbutus unedo (para o ano de 1998).
Identidade dos picos de acordo com a tabela 2.6.1.
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Tabela 2.6.0 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢ao, identificados
por HRGC-MS(TD) num extracto especifico (ano de 1997) dos frutos de
Arbutus unedo. Picos assinalados na figura 2.6.2.1.

Pico Composto Scan m/z (int.rel.%)

N

1 n-Butanol 184 56(44), 41(77), 43(70), 42(24), 55(16)

2 n-Heptano 209 41(100), 43(91), 45(5), 53(3), 57(28), 70(26), 71(32)

3 Alcool isoamilico 235 41(806), 42(54), 43(45), 53(12), 55(83), 57(28), 67(3), T0M-
18)(22), 71(4)

4 5-Hexen-2-ona, 244 43(92), 55(100), 41(28), 83(88), 98(M*)(23)

5  n-Octano 305 41(89), 43(100), 57(33), 70(12), 71(14), 84(11), 85(M-
29)(29)

6  2-Furfuraldeido 323 42(6), 50(3), 67(6)(M-29), 95(100), 96(M*)(43)

7 trans-2-Octeno 365 41(100),42(34), 43(65), 44(29), 55(92), 56(13), 59(9), 69(39),
70(7), 83(32), 97(3), 112(M*)

8 trans-3-Hexen-1-ol 386 41(100), 42(31), 43(43), 44(21), 55(78), 57(11), 67(77),
69(12), 81(6), 82(M-18)(23)

9  5-Metileno-2-notborneno 305 43(7), 44(34), 45(2), 50(39), 51(48), 63(3), 65(11), 66(49), T3(3),
77(40), 78(45), 79(13), 91(100), 105(23), 106(M*)(19)

10 n-Hexanol 428 41(97), 42(45), 43(61), 55(60), 56(100), 69(33), 73(2), 85(1)

11 n-HeptanaI 447 41(100), 42(45), 43(70), 44(86), 55(50), 57(35), 70(40),
81(22), 85(8) (M-29), 96

12 trans-Salveno 453 41(73), 55(29), 59(25), 67(100), 82(25), 85(5), 95(9), 109(9),
124M7)(5)

13 2-Acetilfurano 490 42(34), 43(32), 53(30), 67(42), 81(<1), 95(100), 110(M*)(34)

14 p-Metilanisol 524 44(95), 5021), 51(37), 55(72), 63(13), 69(61), 77(68),
79(80), 91(7), 97(7), 107(55), 121(35), 122(M+)(100)

15  Tricicleno 520 41(36), 43(17), 51(21), 53(35), 55(12), 65(11), 67(25), 77(53),
79(47), 91(77), 93(100), 105(10), 121(8), 136(M*)(4)

16 Benzaldeido 537 44(13), 50(29), 51(36), 63(3), 74(8), 77(47), 78(2), 92(3),
105(34), 106(M*)(23)

17 S5-Metilfurfural 559 43(73), 50(44), 51(45), 53(100), 69(<1), 73(6), 81(68), 95(2),
109(89), 110(M*)(66), 111(3)

18 n-Heptanol 582 41(33), 42(15), 43(39), 55(100), 70(50), 83(8), 98(M-18)(1)

19 Alcool Yomogi 601 41(61), 43(100), 55(31), 59(8), 67(40), 69(32), 71(45),
7920, 81(33), 93(18), 95(3), 109(10), 111(2), 121(23),
136(M-18)(4), 139(28)(M-15)

20  Furfurilmetil metilsulfureto 612 53(38), 65(15), 69(1), 81(100), 95(2), 91(2), 128(M*)(3)

21 Mesitileno 616 41(25), 43(65), 45(4), 50(13), 51(6), 63(8), 77(25), 79(34),
91(13), 103(20), 105(100), 120(M*)(19)

22 y-Ment-3-eno 620 41(50), 55(37), G7(78), 79(13), 81(100), 82(34), 95(13),
96(16), 109(10), 123(<1), 138(M*)(10)

23 n-Octanal 625 41(100), 43(64), 55(38), 56(47), 57(35), 67(31), 68(19),
69(25), 72(3), 81(14), 82(15), 84(13), 85(3), 95(7), 110(1),
129(M+1)

24 m-Menta-1(7),8-dieno 678 41(68), 44(20), 50(21), 51(26), 53(43), 65(18), 67(11), T7(34),
79(49), 91(34), 93(48), 105(20), 110(1), 121(35), 136(M*)(6)

25 Silvestreno 729 41(50), 42(10), 44(29), 53(18), 55(55), 65(18), 67(100),

68(35), 77(22), 79(10), 81(16), 91(50), 92(16), 93(42),
105(4), 107(<1), 136(M*)(8)
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Tabela 2.6.0 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢do, identificados
por HRGC-MS(ITD) num extracto especifico (ano de 1997) dos frutos de Arbutus
unedo. Picos assinalados na figura 2.6.2.1. (continuagio).

Pico Composto Scan

m/z (int.rel.%)

749

26 1,4-Cineole

27 @-Terpineno, (5:6) 762

Fenilacetaldeido

28 orto-Cimeno 781

29 p-Menta-1-eno 787

30 1,8-Cineole 794

31 Limoneno 307

32 (s B-Ocimeno 833

33 n-Octanol 859

34  Dihidrotagetona +

Bergamal

868

35 trans-f-Ocimeno 876

36  2,3-Benzofurano 882

37  y-Terpineno 895

38 p-Menta-3,8-dieno 913

39 Oxido cis-linalool 955

40 Oxido trans-linalool 967

41  Terpinoleno 978

42 Nonanaldeido 998

41(70), 43(100), 53(10), 55(43), 58(8), 67(30), 69(21),
71(32), 81(14), 83(12), 93(7), 95(3), 107(8), 110(4), 111(35),
125(14), 139(1), 154(M*)(5)

41(7), 43(2), 51(11), 53(1), 55(<1), 65(32), 74(2), 77(7),
79(5), 91(100)(M-29), 92(36), 93(16), 103(1), 105(3),
120M*)(9), 121(10), 136(M*)(5)

4117, 50(13), 51(15), 63(16), 65(32), 77(13), 79(5),
91(100), 103(3), 104(1), 105(2), 115(6), 117(18), 119(74),
120(14), 134(M*)(20)

41(72), 43(54), 51(17), 53(33), 55(37), 67(100), 68(13), 79(79),
81(56), 95(46), 109(24), 119(15), 123(2), 138(M*)(3)

41(48), 43(100), 51(9), 53(17), 55(25), 58(6), 59(8), 67(26),
68(11), 69(23), 71(21), 7924), 81(33), 93(55), 95(12),
108(20), 111(17), 121(5), 139(13), 154(M*)(7)
41(35), 50(10), 51(17), 53(31), 67(100), 68(58),
79(41), 9127), 92(19), 93(55), 105(7), 107(16),
121(11), 136(M*)(10)

41(34), 43(17), 51(24), 53(37), 63(3), 65(10), 77(66), T9(78),
91(100), 92(27), 93(83), 105(32), 107(24), 121(15), 136(M*)(2)
41(100), 42(28), 43(13), 54(4), 55(58), 56(10), 69(30), 70(34),
82(13), 83(24), 84(6), 97(M-18-15)(5), 105(M-15).

41(100), 42(33), 43(35), 53(24), 55(61), 57(31), 67(34), 69(33),
70(30), 81(27), 82(40), 83(20), 85(42), 91(<1), 93(3), 95(18), 97(2),
100(5), 105(11), 123(2), 139(M-15)(5), 140(M™)

41(80), 43(30), 44(33), 53(30), 55(21), 65(15), 67(34),
77(79), 79(85), 80(52), 91(57), 93(100), 105(36), 107(25),
119(5), 121(18), 136(M*)(2)

50(18), 51(11), 62(31), 63(63), 89(100), 90(68), 118(M*+)(93),
119(9)

41(37), 43(24), 50(11), 51(20), 52(3), 53(13), 63(10), 65(16),
66(1), 67(4), 77(50), 78(11), 79(37), 80(11), 91(89), 92(31),
93(100), 94(10), 105(16), 106(1), 107(12), 121(24),
136(M*)(28), 137(1)

41(40), 43(100), 51(14), 53(16), 55(11), 65(12), 67(15),
77(30), 79(95), 80(6), 91(25), 92(5), 93(50), 136(M*)(5)
41(52), 42(11), 43(100), 53(16), 55(43), 59(85), 67(35),
68(19), 69(13), 71(11), 77(12), 79(32), 81(15), 83(11),
93(41), 94(34), 97(7), 109(5), 111(12), 137(7), 153, 164
41(54), 42(11), 43(95), 51(12), 52(2), 53(17), 55(51), 57(11),
59(100), 65(14), 67(38), 68(22), 71(12), 77(11), 79(21), 81(14),
83(14), 91(25), 93(34), 94(36), 95(8), 111(13), 115(17), 117(25),
125(2), 131(5), 132(8), 137(4), 153(1)

41(44), 42(5), 43(18), 50(12), 51(24), 52(8), 53(23), 55(10),
63(9), 65(17), 67(17), 77(41), 79(52), 91(73), 93(100),
105(30), 107(18), 119(5), 121(64), 135(3), 136(M*)(53),
137(7)

77(23),
108(3),

41(100), 42(19), 43(45), 44(35), 55(36), 56(34), 57(55),
67(25), 68(16), 69(21), 70(24), 81(19), 82(15), 83(7), 95(11),
96(10), 97(1), 98(5), 99(1), 113(M-29)
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Tabela 2.6.0 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicdo, identificados
por HRGC-MS(ITD) num extracto especifico (ano de 1997) dos frutos de Arbutus
unedo. Picos assinalados na figura 2.6.2.1. (continuacio).

Pico Composto Scan m/z (int.rel.%)
N°
43  Linalool 1007 41(79), 42(8), 43(100), 53(16), 55(52), 56(7), 67(22), 69(24), 71(52),

79(12), 80(19), 81(14), 83(8), 91(11), 92(9), 93(37), 105(5), 107(4),
109(2), 121(9), 136(M-18)(1)

44  Mircenol 1032 4164, 42(11), 43(86), 51(10), 52(8), 53(21), 55(20),
59(100), 67(41), 68(33), 69(18), 71(12), 79(59), 80(28),
81(43), 93(35), 95(10), 107(9), 108(5), 121(19)(M-18-15),
136(3)(M-18)

45 4-Ceto-isoforona 1059 41(40), 42(15), 51(16), 53(23), 67(22), 68(100), 69(30),
80(9), 81(33), 83(4), 95(20), 96(46), 109(11), 111(4), 119(8),
137(4), 152(M*)(9)

46  p-Menta-1,3,8-trieno 1065 4121, 50(15), 51(18), 63(18), 65(26), 77(7), 79(11),
91(100), 92(26), 103(4), 105(8), 119(21), 134(M*)(19)
47 Gis-B-Terpineol 1113 41(43), 43(100), 53(18), 55(23), 58(16), 67(29), 69(24),

71(43), 79(24), 80(3), 81(16), 83(9), 92(15), 93(40), 94(25),
107(20), 108(10), 121(16), 136(M-18)(10)

48  pransP-Terpineol 1179 41(40), 43(100), 51(15), 53(18), 55(23), 67(29), 69(26),
71(43), 77(16), 7927), 81(12), 93(38), 107(27), 108(20),
121(20), 136(M-18)(21)

49  Terpin-4-ol 1215 41(80), 43(100), 51(12), 53(24), 55(42), 65(10), 67(35),
69(25), 71097), 77(19), 79(12), 81(17), 91(26), 93(62),
110(8), 111(35), 125(2), 136(15), 154(M*)(6)

50  m-Cimen-8-ol 1231 43(100), 50(4), 51(5), 63(5), 65(8), T7(3), 91(11), 105(2),
115(3), 117(3), 119(2), 132(M-18), 135(M-15)(26)
51 q-Terpineol lo5s 4142, 43(85), 51(12), 53(22), 55(16), 59(100), 65(10),

67(40), 68(8), 71(10), 77(15), 79(22), 81(74), 91(16), 92(15),
93(53), 105(7), 107(9), 108(6), 121(43), 136(M-18)(41),
1540\ (2)

52  Dihidrocarveol 1274  41(56), 43(100), 51(15), 53(23), 55(27), 57(8), 67(32),
69(10), 79(40), 81(24), 91(25), 93(79), 95(7), 105(16),
107(24), 108(11), 121(92), 136(M*)(39)

53  trans-Dihidrocarvona 1285  41(65), 42(22), 51(19), 53(28), 55(30), 67(100), 81(70),
82(4), 95(49), 109(65), 123(48), 137(44), 152(M*)(41)

54 Acetato de mirtenilo 1315 43(75), 51(24), 53(47), 55(56), 65(19), 67(53), 77(38), 79(50),
81(38), 91(44), 93(18), 95(19), 109(33), 119(32), 134(M*)(11)

55  @-Terpinen-7-al 1300 41(12), 43(6), 5024), 51(37), 52(11), 53(18), 63(15), 65(22),

77(100), 79(75), 91(45), 93(22), 105(12), 107(21), 108(45),
121(42)(M-29), 150(M*)(22)

56  Acetato de cis-verbenilo 1419 41(100), 43(81), 50(23), 51(48), 53(48), 55(38), 65(39),
67(37), T7(54), 79(60), 81(34), 91(71), 93(33), 105(14),
107(10), 109(70), 119(94), 134(M*)(56)

57  n-Decanol, (Alwol Caprico) 1443 41(100), 42(20), 43(48), 55(55), 56(18), 57(29), 67(19),
69(26), 83(26), 97(9), 111(M-18-29)(4), 121(1)
58  S.Elemeno a9 41(64), 43(44), 51(34), 53(25), 65(32), 67(64), T7(46),

79(40), 91(47), 93(51), 105(8), 107(17), 121(36), 136(5),
147(12), 161(8), 204(M*)(2)

59 ts-f-Damascona 1518 41(100), 42(25), 43(69), 51(23), 53(24), 55(33), 65(37),
67(28), 69(56), 79(29), 81(41), 91(27), 93(33). 105(23),
107(39), 109(20), 119(17), 121(15), 123(23), 135(18),
136(11), 149(16), 159(6), 163(8), 177(72), 192(M*)(49),
193(7)
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Tabela 2.6.0 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢ao, identificados
por HRGC-MS(ITD) num extracto especifico (ano de 1997) dos frutos de Arbutus
unedo. Picos assinalados na figura 2.6.2.1. (continuagio).

m/z (int.rel.%)

Pico Composto Scan
N
60 cis-Anetole 1547
61  B-Bourboneno 1580
62 1,2-dihidro-1,1,6-trimetilnaftaleno 1695
63 trans-fB-Damascenona 1786
64  B-Elemeno 1849
65  B-Cariofileno 1915
66  g-Santaleno 1990
67 Ciclamenaldeido 2015
68  y-Himachaleno 2075
69 trans,trans-a-Farneseno 2145
70 B-Bisaboleno 2168
71 Alcool cariofilénico 2303
72 Guaiol 2414
73 Selin-11-en-4-a-ol 2463
74 trans-Isoelemicina 2499

41(23), 43(100), 51(6), 53(8), 55(9), 65(7), 67(10), 77(7),
79(8), 81(15), 91(8), 93(4), 105(8), 107(8), 115(<1), 119(7),
125(17), 133(10), 148(M*)(30)

41(59), 51(12), 53(19), 55(24), 65(18), 67(30), 77(10),
79(16), 80(3), 81(100), 91(4), 93(2), 95(15), 105(1), 119(2),
123(4), 161(M-43)(4)
77(8), 115(22), 128(10),
172(\*)(30)

41(60), 42(4), 51(13), 53(10), 65(11), 69(100), 70(4), 77(17),
79(16), 91(23), 93(9), 103(7), 105(29), 121(43), 133(5),
147(3), 175(5), 190(M*)(4), 191(1)

41(82), 51(21), 53(54), 55(31), 65(22), 67(100), 68(36),
77(29), 79(57), 81(51), 91(42), 93(65), 95(20), 105(34),
107(38), 119(22), 121(18), 133(21), 147(24), 161(14),
189(M-15)(9)

41(100), 43(8) 53(28), 55(23), 65(16), 67(34), 69(33), 77(27),
79(45), 81(19), 91(52), 93(38), 105(37), 107(19), 119(19),
120(16), 133(33), 147(10), 148(8), 161(12), 175(1), 189(<1),
204(M)(1)

41(52), 43(17), 51(14), 53(29), 55(15), 67(43), 77(27),
79(34), 91(37), 93(100), 94(14), 105(10), 107(19), 119(10),
121(22), 133(3), 161(4), 204(M*)(2)

41(12), 43(100), 50(5), 51(7), 63(5), 65(8), 77(11), 79(7),
91(16), 105(30), 115(10), 117(6), 131(10), 133(23), 147(11),
157(8), 175(23), 190(M*)(4)

41(100), 43(12), 51(22), 53(34), 55(32), 65(28), 67(48), 77(40),
79(45), 81(48), 91(77), 93(44), 95(30), 105(71), 107(39),
119(40), 121(10), 133(84), 135(4), 147(47), 161(28), 189(30),
204(M)(11)

41(100), 43(13), 51(12), 53(21), 55(31), 65(10), 67(15), 69(33),
77(25), 79(35), 91(37), 93(54), 105(20), 107(29), 119(21), 123(18),
133(3), 147(<1), 161(M-43)(1), 189(M-15)(1)

41(100), 43(65), 51(15), 53(26), 55(32), 65(18), 67(42),
69(33), 77(20), 79(30), 81(28), 91(26), 93(49), 105(17),
107(23), 119(11), 121(15), 133(11), 135(14), 150(5), 161(1),
189(M-15)(1), 204(M*)(1)

41(100), 43(39), 44(16), 55(61), 59(15), 67(37), 69(30), 77(16),
79(23), 81(33), 83(17), 91(15), 93(21), 95(27), 105(12), 107(14),
109(12), 111(79), 119(9), 121(18), 123(25), 135(7), 150(5), 161(18),
179(3), 189(2), 204(1), 207(1)

41(65), 43(58), 44(30), 51(6), 53(24), 55(37), 59(100), 65(29),
67(28), 77(16), 79(42), 81(48), 91(65), 93(43), 95(25), 105(59),
107(42), 119(43), 121(6), 131(10), 133(59), 135(16), 147(39),
149(5), 161(81), 189(57), 204(M-18)(29)

41(55), 43(100), 53(25), 55(22), 65(13), 67(50), 71(27), 79(30),
81(46), 91(14), 93(21), 95(27), 105(18), 107(17), 109(20), 121(14),
123(13), 133(15), 135(21), 137(6), 147(11), 161(16), 189(15),
204(M-18)(15)

41(17), 43(12), 4424), 65(28), 69(40), 77(32), T9(31), 91(33),
103(21), 105(26), 107(19), 118(12), 119(8), 121(8), 124(6), 133(30),
135(20), 137(41), 150(18), 165(49), 177(6), 193(59), 208(M*)(100),
209(6)

141(26), 142(63), 157(100),

Nota: Os seis componentes sombreados, sao os compostos dominantes da fracgio.
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Tabela 2.6.1 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicdo, identificados
por HRGC-MS(ITD) num extracto especifico (ano de 1998) dos frutos de Arbutus
unedo. Picos assinalados na figura 2.6.3.1.

Pico Composto Scan m/z (int.rel.%)

N°

1 Alcool isoamilico 242 41(79), 42(81), 43(35), 55(100), 70(M-18)(17), 71(2)

2 n-Hexanal 282 41(100), 43(63), 44(64), 56(50), 57(40), 67(17), 71(6)(M-29),
72(14), 82(8)(M-18), 83(6)

3 n-Octano 291 41(89), 43(100), 57(33), 70(12), 71(14), 84(11), 85(29)

2-Furfuraldeido 318 42(6), 50(3), 67(6)(M-29), 95(100), 96(M+)(43)

5 us-2-Octeno 345 41(100), 42(51), 53(16), 55(76), 56(17), 57(29), 67(6), 68(8),
69(47), 70(16), 83(34), 97(7), 112(M*)(<1)

6 trans-2-Octeno 357 41(100),42(34), 43(65), 44(29), 55(92), 56(13), 59(9), 69(39),
70(7), 83(32), 97(3), 112(M™)

7 trans-3-Hexen-1-ol 378 41(100), 42(31), 43(43), 44(21), 55(78), 57(11), 67(77),
69(12), 81(6), 82(M-18)(23)

8  n-Hexanol 412 41(97), 42(45), 43(61), 55(60), 56(100), 69(33), 73(2), 85(1)

9  n-Heptanal 449 41(100), 42(45), 43(70), 44(86), 55(50), 57(35), 70(40),
81(22), 85(M-29)(8), 96, 97, 114(M+)(2), 115(2)

10  Benzaldeido 561 44(13), 50(29), 51(36), 63(3), 74(8), 77(47), 78(2), 92(3),
105(34), 106(M+)(23)

13 n-Heptanol 615 41(100), 42(39), 43(51), 55(87), 69(27), 70(49), 83(8)

14  Octen-3-ol 628 41(44), 42(14), 43(78), 54(2), 55(27), 56(8), 57(100), 58(11),

68(7), 69(8), 71(10), 72(11), 81(7), 85(5), 95(<1), 99(2)
15  Furfurilmetil metilsulfiireto 636 53(38), 65(15), 69(1), 81(100)

16  1,2,4-Trimetilbenzeno 650  41(14), 5009), 51(21), 52(3), 63(10), 65(7), 77(21), 78(8),
7935), 91(17), 103(14), 104(4), 105(100), 119(7),
1200M¥)(34), 121(2)

17 p-Ment-1-eno 658 41(22),42(7), 51(14), 53(11), 55(13), 65(37), 66(16), 67(100),
68(5), 77(13), 79(16), 81(16), 91(11), 93(3), 95(29), 96(6),
109(2), 119(15), 123(2), 139(M*)(3)

18  Fenilacetaldeido 691 41(10), 43(1), 50(10), 51(11), 61(3), 62(6), 63(13), 64(4),
65(37), 74(6), 89(6), 90(1) 91(100), 92(36), 93(6), 119(15),
1200M¥)(6), 121(3)

19  ort-Cimeno 200 41(17), 50(13), 51(15), 63(16), 65(32), 77(13), 79(5),
91(100)(M-29), 103(3), 104(1), 105(2), 115(6), 117(18),
119(74), 120(14), 134(M+)(20)

20  1,8-Cineole 765 41(48), 43(100), 51(9), 53(17), 55(25), 58(6), 59(8), 67(26),
68(11), 69(23), 71(21), 79(24), 81(33), 93(55), 95(12),
108(20), 111(17), 121(5), 139(13), 154(M*)(7)

21 Limoneno 280 41(35), 50(10), 51(17), 53(31), 67(100), 68(58), 77(23),
79(41), 91(27), 92(19), 93(55), 105(7), 107(16), 108(3),
121(11), 136(M*)(10)

22 4-Octanol 835  41(100), 42(28), 43(13), 54(4), 55(58), 56(10), 69(30), 70(34),
82(13), 83(24), 84(6), 97(M-18-15)(5), 105(M-15)(1)
23 Acetofenona g1 42(51), 43(32), 50(17), 51(44), 69(32), 77(61), 83(24),

105(46), 120(M*)(5)
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Tabela 2.6.1 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢do, identificados
por HRGC-MS(ITD) num extracto especifico (ano de 1998) dos frutos de
Arbutus unedo. Picos assinalados na figura 2.6.3.1. (continuacio).

Pico
N°

Composto Scan

m/z (int.rel.%)

865
851

24
25

2,3-Benzofurano
y-Terpineno

26  para-Cimeno 908

27  Oxido de cis-Linalool 936

28  Oxido de trans-Linalool 948

29  Terpinoleno 972

30 Nonanaldeido 980

31 Linalool 995

32  Naftaleno 1097

33  Terpin-4-ol 1120

34  meta-Cimen-8-ol 1155

35  Salicilato de Metilo 1197

36  q-Terpineol 1236

1255

37  Dihidrocarveol

38  @-Terpinen-7-al 1280

39 Acetato de cis-verbenilo 1386

1428

40 n-Decanol

118(M*)(77), 89(100), 90(62), 63(65), 62(35), 119(51)

41(37), 43(24), 50(11), 51(20), 52(3), 53(13), 63(10), 65(16),
66(1), 67(4), 77(50), 78(11), 79(37), 80(11), 91(89), 92(31),
93(100), 94(10), 105(16), 106(1), 107(12), 121(24),
136(M+)(28), 137(1)

41(46), 53(4), 65(17), 77(24), 78(4), 91(52), 103(6), 104(4),
105(9), 117(6), 119(100), 120(7), 134(M+)(20)

41(52), 43(100), 53(16), 55(43), 59(85), 67(35), 68(19),
69(13), 71(11), 77(12), 79(32), 81(15), 83(11), 93(41), 94(34),
97(7), 109(5), 111(12), 137(7), 153, 164

41(54), 42(11), 43(95), 51(12), 52(2), 53(17), 55(51), 57(11),
59(100), 65(14), 67(38), 68(22), 71(12), 77(11), 79(21),
81(14), 83(14), 91(25), 93(34), 94(36), 95(8), 111(13),
115(17), 117(25), 125(2), 131(5), 132(8), 137(4), 153(1)
41(44), 42(5), 43(18), 50(12), 51(24), 52(8), 53(23), 55(10),
63(9), 65(17), 67(17), 77(41), 79(52), 91(73), 93(100),
105(30), 107(18), 119(5), 121(64), 135(3), 136(M*)(53), 137
41(100), 42(19), 43(45), 44(35), 55(36), 56(34), 57(55),
67(25), 68(16), 69(21), 70(24), 81(19), 82(15), 83(7), 95(11),
96(10), 97(1), 98(5), 99(1)(M-29), 113(M-29)

41(79), 42(8), 43(100), 53(16), 55(52), 56(7), 67(22), 69(24), 71(52),
79(12), 80(19), 81(14), 83(8), 91(11), 92(9), 93(37), 105(5), 107(4),
109(2), 121(9), 136(M-18)(1)

43(4), 50(14), 51(29), 63(9), 64(2), 74(3), 75(3), 76(5), 87(2),
1002), 101(5), 102(12), 126(9), 127(12), 128(M+)(100),
129(7)

41(80), 43(100), 51(12), 53(24), 55(42), 65(10), 67(35),
69(25), 71(97), 77(19), 79(12), 81(17), 91(26), 93(62), 110(8),
111(35), 125(2), 136(15), 154(M*)(6)

43(100), 50(4), 51(5), 63(5), 65(8), 77(3), 91(11), 105(2),
115(3), 117(3), 119(2), 132(M-18), 135(M-15)(26)

41(3), 43(5), 50(9), 51(3), 52(3), 53(14), 62(5), 63(31), 64(24),
65(40), 73(5), 91(13), 92(100), 93(16), 94(3), 120(68)
121(17), 152(M*)(31)

41(42), 43(85), 51(12), 53(22), 55(16), 59(100), 65(10), 67(40), 68(8),
71(10), 77(15), 79(22), 81(74), 91(16), 92(15), 93(53), 105(7), 107(9),
108(6), 121(43), 136(M*)(6)

41(56), 43(100), 51(15), 55(27), 57(8), 67(32), 69(10), 79(40),
81(24), 91(25), 93(79), 95(7), 105(16), 107(24), 108(11),
121(92), 136(M*)(39)

41(12), 43(6), 50(24), 51(37), 52(11), 53(18), 63(15), 65(22),
77(100), 79(75), 91(45), 93(22), 105(12), 107(21), 108(45),
121(42)(M-29), 150(M+)(22)

41(100), 43(81), 50(23), 51(48), 53(48), 55(38), 65(39),
67(37), 77(54), 79(60), 81(34), 91(71), 93(33), 105(14),
107(10), 109(70), 119(94), 134(M*)(56)

41(100), 42(20), 43(48), 55(55), 56(18), 57(29), 67(19),
69(26), 83(26), 97(9), 111(M-18-29)(4), 121(1)

<= =<
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Tabela 2.6.1 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢do, identificados
por HRGC-MS(ITD) num extracto especifico (ano de 1998) dos frutos de
Arbutus unedo. Picos assinalados na figura 2.6.3.1. (continuacio).

Pico
N°

Composto

Scan

m/z (int.rel.%)

41

42
43

44

45

46

47

48

49

50

51

53

54

O-Elemeno +
cis-f-Damascona

P-Bourboneno

2-Undecanona

Acetato de trans-dihidro-o-
terpenilo

4,4,6-Trimetil-2-ciclohexen-1-ona

1,2-dihidro-1,1,6-trimetil-naftaleno

trans-B-Damascenona

P-Cariofileno

a-Santaleno

y-Himachaleno

trans-B-Tonona

trans,trans-Q-Farneseno

a-Bisabolol

1487

1537

1561

1569

1572

1612

1689

1885

1916

1958

2041

2138

2201

41(78), 42(31), 43(56), 51(19), 53(22), 55(35), 65(37), 67(56),
69(45), T7(41), 79(40), 81(17), 91(67), 92(12), 93(100),
94(22), 95(16), 105(20), 106(8), 107(28), 108(7), 109(13),
119(16), 121(49), 123(30), 135(20), 136(12), 149(15), 150(6),
163(11), 177(44), 192(M+)(26), 193(10)

41(59), 51(12), 53(19), 55(24), 65(18), 67(30), 77(10), 79(16), 80(3),
81(100), 91(4), 93(2), 95(15), 105(1), 119(2), 123(4), 161(M-43)(4)
41(42), 43(100), 55(14), 58(67), 59(13), 71(11), 95(15),
110(4), 1700M)(2)

41(26), 42(8), 43(100), 53(3), 55(8), 67(9), 68(5), 69(2), 79(4),
81(9), 95(5), 103(2), 105(6), 107(7), 109(9), 122(3), 123(15),
125(6), 133(6), 138(13), 148

41(52), 55(28), 67(15), 81(13), 82(42), 95(19), 96(100),
138(M)(59)
77(8), 115(22),
172(M*)(30)
41(60), 42(4), 51(13), 53(10), 65(11), 69(100), 70(4), 77(17),
79(16), 91(23), 93(9), 103(7), 105(29), 121(43), 133(5),
147(3), 175(5), 190(M*)(4), 191(1)

41(100), 53(28), 55(23), 65(16), 67(34), 69(33), 77(27), 79(45),
81(19), 91(52), 93(38), 105(37), 107(19), 119(19), 120(16), 133(33),
147(10), 148(8), 161(12), 175(1), 189(<1), 204(M*)(1)

41(52), 43(17), 51(14), 53(29), 55(15), 67(43), 77(27),
79(34), 91(37), 93(100), 94(14), 105(10), 107(19), 119(10),
121(22), 133(3), 161(4), 204(M*)(2)

41(100), 43(12), 51(22), 53(34), 55(32), 65(28), 67(48),
77(40), 79(45), 81(48), 91(77), 93(44), 95(30), 105(71),
107(39), 119(40), 121(10), 133(84), 135(4), 147(47), 161(28),
189(30), 204(M*)(11)

41(32), 42(12), 43(100), 51(11), 53(10), 55(16), 63(5), 65(139,
67(10), 69(89), 77(23), 79(22), 81(59, 91(30), 92(29), 93(18),
95(10), 105(11), 106(2), 107(13), 1093), 119(8), 121(16),
122(4), 133(6), 135(9), 145(18), 147(2), 149(12), 161(10),
177(79), 178(10), 192(M*)(2)

41(100), 43(13), 51(12), 53(21), 55(31), 65(10), 67(15),
69(33), 77(25), 79(35), 91(37), 93(54), 105(20), 107(29),
119(21), 123(18), 133(3), 147(<1), 161(M-43)(1), 189(1)
41(100), 42(22), 43(78), 53(17), 55(42), 67(48), 69(55), T1(25),
77(11), 7927), 81(28), 91(24), 93(47), 95(6), 107(28), 119(14),
121(4), 133(2), 161(2), 189(M-18-15), 204(M-18)(2)

128(10), 141(26), 142(63), 157(100),

Na tabela 2.6.2 (paginas 132 a 134) descrevem-se comparativamente o0s

compostos volateis identificados nos extractos estudados (anos de 1997 e 1998). Nela

estao sumariados os tempos de retengao (tr) dos compostos, os seus indices de retengao

experimentais e o desvio percentual obtido por compara¢ao com os Ip da literatura (A%),

estando também descrita a numeragao atribuida aos compostos em cada um dos dois

extractos estudados.
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Tabela 2.6.2 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuligio identificados nos frutos
de Arbutus unedo 1; Numeragao dos compostos identificados nos dois extractos analisados
(1997 € 1998) e respectivos, tempos de retencio, Indices de retencio calculados (IpPB1) e
desvio percentual (A%) obtido relativamente aos Ip da literatura.9>215374-381

Composto N° tr Ne tr pos1 | A%
1997 1997 1998 1998

n-Butanol 1 2.47 - - 604 -
n-Heptano 2 3.31 - - 700 0
Alcool isoamilico 3 3.65 1 3.40 723 1.1
5-Hexen-2-ona 4 4.57 - - 759 -
Hexanal - - 2 4.20 784 2.0
n-Octano 5 5.24 3 5.03 800 0
2-Furfuraldeido 6 5.32 4 5.11 802 0.1
cis-2-Octeno - - 5 5.18 807 0.2
trans-2-Octeno 7 5.93 6 5.62 823 0.5
(E)-3-Hexen-1-ol 8 6.27 7 6.08 837 1.6
5-Metileno-2-norborneno 9 6.42 - - 842 3.5
n-Hexanol 10 7.09 8 6.84 865 0.2
n-Heptanal 1 7.41 9 7.20 878 1.3
trans-Salveno 12 7.50 - - 879 1.6
2-Acetilfurano 13 8.12 - - 902 0.8
para-Metilanisole 14 9.25 - - 935 7.3
Tricicleno 15 9.30 - - 936 1.0
Benzaldeido 16 9.45 10 9.22 941 2.0
5-Metilfurfural 17 9.84 - - 952 1.0
n-Heptanol 18 10.25 13 10.13 964 0.5
1,2,4-Trimetilbenzeno - - 12 10.05 965 4.7
1-Octen-3-ol - - 14 10.42 971 0.7
Yomogi alcool 19 11.07 - - 986 1.2
Furfurilmetil metilsulfureto 20 11.29 15 11.04 994 0.2
Mesitileno 21 11.37 16 11.13 996 0.2
p-Ment-3-eno 22 11.42 17 11.16 998 1.2
n-Octanal 23 11.52 - - 1004 0.3
m-Menta-1(7),8-dieno 24 12.13 - - 1010 1.1
Silvestreno 25 12.38 - - 1014 1.2
1,4-Cineole 26 12.44 - - 1015 0.1
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Tabela 2.6.2 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢io identificados nos frutos
de Arbutus nnedo 1; Numeragio dos compostos identificados nos dois extractos analisados
(1997 ¢ 1998) e respectivos, tempos de retencio, Indices de retencio calculados (IpPB-) e
desvio percentual (A%) obtido relativamente aos Ip da literatura. 92215374381 (continuagio).

Composto N’ u N° t pos | A%
1997 1997 1998 1998

Fenilacetaldeido 27 12.70 18 12.37 1018 0.6
o-Terpineno 27 12.88 - 1021 2.0
orto-Cimeno 28 13.04 19 12.77 1025 0.3
p-Ment-1-eno 29 13.17 - - 1027 0.5
1,8-Cineole 30 13.23 20 12.98 1028 0.5
Limoneno 31 13.38 21 13.15 1030 0.1
cis-B-Ocimeno 32 13.84 - - 1037 0.3
n-Octanol 33 14.26 22 13.65 1045 2.1
Dihidrotagetona 34 14.32 - - 1045 0.8
Bergamal 34 14.34 - - 1045 1.0
trans-B-Ocimeno 35 14.39 - 1046 0.3
Acetofenona - - 23 13.95 1049 1.5
2,3-Benzofurano 36 14.49 24 14.24 1048 -
para-Cimeno - - 25 14.05 1050 2.7
y-Terpineno 37 14.80 26 1412 1052 1.0
p-Menta-3,8-dieno 38 15.11 - - 1058 13
Oxido cis-Linalool 39 1525 27 15.00 1059 1.4
Oxido #rans-Linalool 40 16.09 28 15.44 1072 1.4
Terpinoleno M1 16.26 29 15.62 1075 1.1
Nonanal 42 16.60 30 16.36 1081 1.9
Linalool 43 16.78 31 16.54 1083 1.6
Mircenol 44 17.66 - - 1096 1.9
4-Cetoisoforona 45 18.00 - - 1103 2.5
p-Menta-1,3,8-trieno 46 18.15 - - 1105 0.5
cis-f-Tetpineol 47 18.91 - - 1123 1.8
trans-B-Terpineol 48 20.04 - - 1149 1.2
Naftaleno - - 32 20.22 1161 1.5
Terpin-4-01 49 20.88 33 20.62 1170 0.7
meta-Cimen-8-ol 50 21.16 34 20.90 1176 0.3
Salicilato de metilo - - 35 21.20 1183 0.7
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Tabela 2.6.2 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuligio identificados nos frutos
de Arbutus unedo 1.; Numeragao dos compostos identificados nos dois extractos analisados
(1997 € 1998) e respectivos, tempos de retencio, Indices de retencio calculados (IpPB1) e
desvio percentual (A%) obtido relativamente aos Ip da literatura. 92215374381 (continuacio).

Composto N° tr Ne tr pos1 | A%
1997 1997 1998 1998

o—Terpineol 51 21.74 36 21.50 1190 0.1
Dihidrocarveol 52 22.02 37 21.77 1196 0.3
trans-Dihidrocarvona 53 22.16 - - 1199 0.1
Acetato de Mirtenilo 54 22.45 - - 1215 1.6
o-Terpinen-7-al 55 2322 38 23.02 1262 1.6
Acetato de cis-verbenilo 56 23.46 39 2331 1277 0.5
Decanol 57 23.84 40 23.45 1294 1.7
8-Elemeno 58 24.96 M1 24.48 1316 1.7
cis-f-Damascona 59 25.62 4r 25.44 1325 13
S-Bourboneno 61 26.68 42 25.72 1329 2.6
cis-Anetole 60 26.13 - - 1332 2.9
2-Undecanona - - 43 25.83 1334 2.4
Acetato de #rans-dihidro-a-Terpenilo - - 44 26.11 1334 1.4
4,4,6-Trimetil-2-ciclohexeno-1-ona - - 45 26.45 1338 -
1,2-Dihidro-1,1,6-trimetilnaftaleno 62 28.24 46 27.98 1360 -
trans-B-Damascenona 63 29.43 47 29.18 1376 0.2
B-Elemeno 64 30.47 - - 1390 0.1
B-Cariofileno 65 31.57 48 31.28 1410 0.5
a-Santaleno 66 32.81 49 31.52 1415 0.4
Ciclamenaldeido 67 33.56 - - 1458 0.1
y-Himachaleno 68 34.22 50 33.93 1474 0.1
B-(E)-Ionona - - 51 34.01 1476 0.6
trans, trans-o.-Farneseno 69 35.41 53 35.16 1504 0.2
J-Bisaboleno 70 36.05 - - 1516 0.4
Cariofileno alcool 71 38.30 - - 1558 0.6
a-Bisabolol - - 54 38.04 1559 1.3
Guaiol 72 40.26 - - 1597 0.1
Selin-11-en-4—o-ol 73 41.08 - - 1629 1.4
trans-Isoelemicina 74 41.42 - - 1644 0.3
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Na tabela 2.6.3 mostram-se os espectros de I'TD, a estrutura e as fragmentacoes

principais (i0es dominantes) dos seis compostos maioritarios dos dois extractos

estudados.

Tabela 2.6.3  Espectros de massa (ITD) e principais fragmentages, dos seis compostos de
pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢gio dominantes identificados

nos dois extractos analisados (1997 ¢ 1998) dos frutos de Arbutus unedo L...

TR o-Terpineol

8 i
" 2 1 é

e y 1%
OH
il
| m/z 59

n # 154 (M),
139(M-15),
136(M-18)

@ b i 10 ) 14 14

2 .
B-Cariofileno
m/z 91

' 1 204 (M),
. i M 189 (M-15),
WM 2 161 (M-43)

o % 2-Furfuraldeido

Z 97(M*+1) m/z 67
|6 96 (M),
s Js onl @ 95 (M-1),

67 (M-29)
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Tabela 2.6.3 Espectros de massa (ITD) e principais fragmentagoes, dos seis compostos de
pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicdo dominantes identificados
nos dois extractos analisados (1997 e 1998) dos frutos de Arbutus unedo L.

(continuacio).
It B-Damascona
m/z 123

| (e}

; b JJ\_/
b 1% —
" g 4 i

m/z 69
1 I 192 (M),
T 177 (M-15),

L ______ 163 (M-29),

S 0 W O 8 oW W M 93 (121-15-15)
1 % Terpinoleno

in m/z 93

| /l\

- 185

’ “ 136 (M),

_ 121 (M-15),

[ 105 (M-15-15),

) b ) 1 129 93 (M-43)

8 5 Limoneno
Aﬁ
] L)
. " m/z 67
29 e
] i 9 ( 136 (M+>> X
i " T B 121 (M-15),
93 (M-43)
) it B 108 12

Na tabela 2.6.4 apresentam-se espectros de massa GC-MS(ITD) de alguns dos

compostos identificados e suas fragmentagoes principais; os compostos escolhidos sao

representativos das diferentes subclasses quimicas encontradas nos 2 extractos analisados.
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Tabela 2.6.4 Espectros de massa (ITD) e principais fragmentacoes, de compostos de

pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢do identificados nos dois
extractos analisados (1997 e 1998); os compostos escolhidos incluem-se em

subclasses distintas.

Hidrocarbonetos Monoterpénicos

cis--Ocimeno

136 (M),

121 (M-15),
i 105 (M-15-15),

93 (M-43)

m/z 93

o

b
D

in

113

p-Ment-1-eno

138 (M),
109(M-29),

95(M-43)

m/z 67

H\

Tricicleno

136 (M*),
121 (M-15),

93 (M-43)

m/z 93

- CH3CHCH,4

G

3

orto-Cimeno

134 (M%),
119 (M-15),

91 (M-43)

02

m/z 91
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Tabela 2.6.4 Espectros de massa (ITD) e principais fragmentacoes, de compostos de pequena
massa molecular e baixo ponto de ebulicio identificados nos dois extractos
analisados (1997 e 1998); os compostos escolhidos incluem-se em subclasses

distintas (continuacio).

Monoterpenos Oxigenados

184 " Terpinen-4-ol
m/z m/z
e | N 86 — 71
mi ¥ g 1
154(M™),
1% 136(M-18), oH
i i 154 111(M-43),
93 (M-18-43
R B R U I (M )
'-M% 5 Mircenol
B
|
i .
S| ‘
G | i "
% 12t M\
0 136 (M-18), /& miz 59
13 121 (M-18-15)
@ 0 M 10 W 1B MM = 154
108 £ trans-Dihidrocarvona
18 o
b i ¥4
BHG { 9 m/z 67
| i n
5 .
19 152 (M*),
oW 137 (M-15),
@ 9 wom owm W W 109 (M-43)
e & 1,4-Cineole
w
mefl ¥ miz 111
n
i o 125 % 259)) miz 43
@ & @ M @ W 1
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Tabela 2.6.4 Espectros de massa (ITD) e principais fragmentacoes, de compostos de
pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢do identificados nos dois
extractos analisados (1997 e 1998); os compostos escolhidos incluem-se em
subclasses distintas (continuacio).

198y 43 Oxido de cis-Linalool

| W m/z 59
o) OH
by || 9
B 0 o

o »
| I 111 (M-59) m/z 111
O TR N R N B 153 (M-18+1)
MM = 170

19 4 Acetato de trans- -

| dihidro-a-terpenilo :

f m/z 138
90|
w; /

; _0O-Ac
[| & o e @ T 9
L % 138(M-60 (CH;COOH)),
, - 123(M-60-15),
# @ @ e 1 W MM = 198
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos
. " B-Bourboneno m/z 123
m/z 161

]

e
l 5 WJJ
{ [ m/z 81 ?;
] \ X 161
L P 161 (M-43)

@ @ W 1 e 19 LD 10 2 MM = 204

- B—Elemeno

{ 1 m/z 67
i ¥ |

oy

e | 1

L I 189 (M-15),
161 (M-43)

@ 2 8 198 120 148 ue 160 e 22 MM = 204
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Tabela 2.6.4 Espectros de massa (ITD) e principais fragmentac¢Ses, de compostos de pequena
massa molecular e baixo ponto de ebulicio identificados nos dois extractos
analisados (1997 e 1998); os compostos escolhidos incluem-se em subclasses

distintas (continuacio).

i 189 (M-15),
161 (M-43)

] trans,trans-f-Farneseno
J
J
\

MM = 204

Sesquiterpenos Oxigenados

o-Bisabolol

m/z 69
w @
el .
{ i
{ n
3 204 (M-18),
S0 O O SO S - 2. 189 (M-18-15)
@ W R OB 1A WoNe w1 161 (M-18-43) MM = 222
Loy Alcool Cariofilénico s w11l
i |
! 5
o |
an g
| P 207 (M-15)
G 204 (M-18),
i om Mo ow 173 (M-43)
) (R Ml 1R W W@ 161 (M-18-43) MM = 222
L Guaiol
m/z 161
1s1
w1 id
g i W |
|31 it
W i ¥OH
207 (M-15)
204 (M-18),
189 (M-18-15) MM = 222

@6 N ool W oW oW 161 (M-18-43)
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Tabela 2.6.4 Espectros de massa (ITD) e principais fragmentagdes, de compostos de

pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢io identificados nos dois

extractos analisados (1997 e 1998) (1997 e 1998); os compostos escolhidos
incluem-se em subclasses distintas (continua¢io).

Outros

Bergamal
m/z 82
|

m/z 57
o
140 (M*),

139 (M-1),

110 (M-15-15)
L)

Benzaldeido

106 (M),

105 (M-1),
i 77 (M-29)

1,2-Dihidro-
1,1,6-Trimetilnaftaleno

m/z 157

172 (M),
157 (M-15),
142 (M-15-15)

el " 185
BiG )

83

10 128

Acetofenona

miz 77

120 (M),
105 (M-15),
77 (M-43)
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Tabela 2.6.4 Espectros de massa (ITD) e principais fragmentacdes, de compostos de
pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicdo identificados nos dois
extractos analisados (1997 e 1998) (1997 ¢ 1998); os compostos escolhidos
incluem-se em subclasses distintas (continuagio).

o & Alcool Yomogi
Ho>( m/z 81
’!‘ f
m,
1o o
i L% |
b el
|| )1 O Y Y IR 139(M-15),
@ ia it L BT 121 (M-18-15) M =154
”, b Oct-1-en-3-ol
m/iz 71
OH
% \/\ NN
Be| miz57 *
' | Uy o
— MM = 128
0 1 3 ] ' 4
Loz " Salicilato de Metilo
J miz 92 o
|
] 1 )\O/
o |
| £} = OH
| ¥ 152 (M"),
‘ % 121 (M-CH;0),
2] 128 10 M 8 92 (M-COOCHS;)
o I Furfurilmetil
‘ metilsulfureto o
\S/
\ /
)
m/z 81
ol , . 128 (M*),
WL b i By BD e W 67 (M-CH,SCH3)
"] ] i il i 1L
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Tabela 2.6.5 Composi¢ao qualitativa e quantitativa média (referente a areas normalizadas percentuais,
n=3), dos dois extractos volateis de medronho analisados (anos de 1997 ¢ 1998) (Lista

por ordem de elui¢io).

Composto Yyl Composto I b thhen
n-Butanol 1.06 - p-Menta-3,8-dieno a) 0,70 .
n-Heptano 0,39 - cs-Linalool 6xido 1,26 1,15
Alcool isoamilico 0.24 0,18 || #rans-Linalool 6xido 0,92 0,56
5-Hexen-2-ona 0,71 - Terpinoleno 3,70 3,92
n-Hexanal - 1,03 || Nonanal 1,62 1,65
n-Octano 1.69 2,01 || Linalool 1,37 1,39
2-Furfuraldeido 11.65 12,51 || Mitcenol 0,05 -
cis-2-Octeno - 0,27 || 4-Ceto-isoforona a) 0,05 -
trans-2-Octeno 0,29 0,87 || p-Menta-1,3,8-trieno a) 0,05 -
(E)-3-Hexenol 0,59 0,62 |f is-B-Terpineol 1,26 -
5-Metileno-2-notborneno 0,15 - trans-B-Terpineol 0,23 -
n-Hexanol 0,66 0,84 || Naftaleno - 1,27
n-Heptanal 0,47 0,74 | Terpinen-4-ol 0,78 1,85
trans-Salveno 0,10 - meta-Cimen-8-ol a) 0,17 0,21
2-Acetilfurano 0,12 - Salicilato de metilo - 1,26
p-Metilanisole 0,09 - a-Terpineol 23,0 18,63
Tricicleno 0,16 - Dihidrocarveol 1,01 0,92
Benzaldeido 1.27 1,08 || #ans-Dihidrocarvona 0,05 -
5-Metilfurfural 0,16 - Acetato de Mirtenilo 0,04 -
n-Heptanol 0,14 0,18 || o-Terpinen-7-al 0,38 0,38
1,2,4-Trimetilbenzeno - 0,22 || Acetato de es-verbenilo 0,04 0,05
Oct-1-en-3-ol - 0,50 || Decanol 1,82 1,61
Yomogi alcool a) 0,48 - S-Elemeno a) 0,04 0,05
Furfurilmetil metilsulfureto 0,75 0,56 cis-B-Damascona 8.42 5.36
Mesitileno 0,17 0,21 |f B-Bourboneno a) 0,21 0,19
para-Menta-3-eno a) 0,26 - cis-Anetole 0,20 -
n-Octanal 0,74 - 2-Undecanona a) - 0,18
m-Menta-1(7),8-dieno 0,06 - Acetato de #rans-dihidro-o-Terpenilo  2) - 0,88
Silvestreno a 0,60 - 4,4,6-Trimetil-2-ciclohexen-1-ona a) , 1,02
1,4-Cineole 0,84 - 1,2-Dihidro-1,1,6-trimetilnaftaleno ) 1.36 1.84
Fenilacetaldeido 0,75 1.27 | tran 5-B-Damascenona 0,40 0,39
o-Terpineno 0,63 - B-Elemeno 0,40 -
orto-Cimeno 0,72 0,95 B-Cariofileno 11,93 11,68
p-Ment-1-eno 0,17 0,32 || a-Santaleno 0,29 0.18
1,8-Cineole 0,78 0,78 || Ciclamenaldeido a) 0,24 -
Limoneno 298 1,87 || y-Himachaleno a) 0,17 0,17
¢s-B-Ocimeno 2 0,09 - B-(E)-Tonona - 1,24
n-Octanol 0,91 1,03 || #rans,trans-o-Farneseno 0,39 0,37
Dihidrotagetona 0,05 - B-Bisaboleno 2) 0,09 -
Bergamal 0,30 - Cariofileno 4lcool 0,21 -
trans-B-Ocimeno 0,26 - a-Bisabolol 2) - 0,25
2,3-Benzofurano 1,62 1,12 || Guaiol 0,15 -
Acetofenona - 0,42 || Selin-11-en-40-ol a) 0,21 -
para-Cimeno - 0,84 || #rans-Isoelemicina 0,24 -

125 1,17

y—Terpineno

a) compostos cuja identidade niao pode ser confirmada com amostra auténtica.
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A tabela 2.6.5 descreve comparativamente as composicoes qualitativa e
quantitativa média dos dois extractos volateis analisados. Assinala também os compostos
cuja identidade nao pode ser confirmada com recurso a amostra auténtica. Estes
representam 21% dos compostos identificados.

Foram identificados 89 compostos, que correspondem a 96,8% (areas
normalizadas) deste extracto, sendo a sua maioria, monoterpenos (51%), com predominio
dos compostos oxigenados (36%). No grupo dos monoterpenos salienta-se como
constituintes maioritarios o o-terpineol (18,6 - 23,0%), logo seguido do terpinoleno (3,7 -
3,9%) e o limoneno (1,9 - 3,0%). O 2-furfuraldeido (11,6 - 12,5%) e o B-cariofileno (11,7 -
11,9%) sdo os restantes constituintes dominantes. Estes perfazem cerca de 62% e 54% da

composi¢ao dos extractos (ano 1997 e 1998, respectivamente).

Ano 1997 Ano 1998
a-Terpineol 23,03 18,63
B-Cariofileno 11,93 11,68
2-Furfuraldeido 11,65 12,51
B-Damascona 8,43 5,36
Terpinoleno 3,69 3,92
Limoneno 2,98 1,87
61,71% 53,97%

Representando graficamente a distribuicdo dos seis compostos dominantes nos

dois extractos analisados (1997 e 1998) vem:
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@ 1998

——
# 01997

Dando particular destaque aos compostos terpénicos e efectuando o seu

agrup amento temos:

Hidrocarbonetos monoterpénicos 15,47%
Monoterpenos oxigenados 35,81% (*)
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 14,15%
Sesquiterpenos oxigenados 9,56%
Outros (¥*)x 21,81%

% Identificacao 96,80

Representando graficamente estes agrupamentos funcionais temos:

*(*) — Destes, 2,57% correspondem a monoterpenos oxigenados aliciclicos e 33,24% a
monoterpenos oxigenados ciclicos.

(**) — Constituidos por 23,8% de aldeidos, 17,5% de cetonas, 11% de hidrocarbonetos
alifaticos, 11% de hidrocarbonetos aromaticos, 9,5% de derivados acetilados, 11% de
alcodis, 9,5% de ésteres e 0,8% de derivados com enxofte.
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OHidrocarbonetos
monoterpénicos

H Monoterpenos
Oxigenados

B Hidrocahonetos
Sesquitepénicos

O Sesquiterpenos
Oxigenados

O Outros

Na extraccdo dos compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de
ebulicio ha que ter sempre em conta a possibilidade de algumas substiancias volateis
poderem permanecer retidas na matriz sélida do fruto, dando origem a uma grande
variabilidade dos resultados. No nosso caso, consideramos este factor desprezavel uma vez
que os dois extractos foram obtidos de frutos em estados de matura¢io semelhante. As
diferencas podem assim atribuir-se apenas a questoes exogenas a planta (alteragdes no
crescimento (planta/fruto) por influéncias ambientais do meio como a temperatura, a
irradiacao, e o estado hidrico) ou a formacao de volateis secundarios por ac¢ao enzimatica.
Quanto a este ultimo aspecto, podemos referir que os frutos conservam a total actividade
das suas enzimas, as quais podem promover alteracbes no teor final de compostos de
pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicio. Por ex. na homogeneizagao de frutos,
as hidrolases cindem os ésteres e, quando associadas as lipo-oxigenases e
hidroperoxidoliases, enriquecem o aroma final dos frutos com “novos” compostos volateis.
Para evitar tais influéncias, ¢ usual a desintegracdo tecidular realizar-se na presenca de
inibidores enzimaticos ou, sempre que possfvel, mediante a ripida preparagio da amostra.’”
No nosso caso, minimizaram-se as alteracoes enzimaticas dos frutos, efectuando-se as
extrac¢oes, no proprio dia da colheita das amostras.

Verificou-se que os medronhos sao “pobres” em compostos volateis uma vez que
o rendimento da extrac¢do foi inferior a 0,05% do peso do fruto (ver Parte Experimental,

pagina 182).
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Verificou-se ainda que a maioria dos compostos (41) sio comuns aos dois
extractos estudados (1997 e 1998). No entanto, ha a destacar o facto do extracto
correspondente ao ano de 1997 ser quimicamente mais complexo (possui 33 compostos
diferentes em relacio ao do ano 1998) que o do ano de 1998 (possui 12 compostos

diferentes em relacdao ao do ano 1997). Estes resultados estao sumariados na tabela 2.6.6.

Tabela 2.6.6 Tabela resumo dos compostos volateis identificados em cada um
dos dois extractos (1997 e 1998) de medronhos. Listagem por

ordem alfabética.

Composto

1997

1998

Acetato de cis-verbenilo
Acetato de Mirtenilo
Acetato de trans-dibidro-o-terpenilo
2-Acetilfurano
Acetofenona

Aleool Isoamilico
Anetole

Benzaldeido
2,3-Benzofurano
Bergamal
P-Bisaboleno
a-Bisabolol

B-Bourboneno
n-Butanol

Cariofileno Aleool
P-Cariofileno
4-Ceto-isoforona
Ciclamenaldeido
meta-Cimen-8-ol
orto-Cineno
para-Cimeno
1,4-Cineole
1,8-Cineole
Trans-fB-Damascenona
cis-f3-Damascona
n-Decanol
Dihidrocarveo!
1,2-Dihidro-1,1,6-trimetilnaftaleno
trans-Dibidrocarvona
Dibhidrotagetona
B-Eleneno

O-Elemeno

trans, trans-a-Farneseno
Fenilacetaldeido
2-Furfuraldeido

S
S

V)

& »n »n

i i n

VL Y RV VRV RV RS RS IV VRV V)

)

»n »n »n

nwnn

@ & »n »
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Tabela 2.6.6 Tabela resumo dos compostos volateis identificados em cada um
dos dois extractos (1997 e 1998) de medronhos. Listagem por
ordem alfabética. (continuagio).

Composto 1997 1998

Furfurilmetil-metilsulfureto S
Guaiol
n-Heptanal
n-Heptano
n-Heptano!
n-Hexanal
n-Hexanol
3-Hexen-1-0/
5-Hexen-2-ona

v-Himachaleno

“wnnn®
W, @

»n »n»n »
n P

P-trans-lonona
trans-Isoelemicina
Limoneno

Linalool
p-Menta-3,8-dieno
p-Menta-1,3,8-trieno
p-Ment-3-eno
p-Ment-1-eno
m-Menta-1(7),8-dieno
Mesitileno

p-Metilanisole
5-Metileno-2-INorborneno
5-Metilfurfural

Mircenol

Naftaleno S
Nonanaldeido

trans-f3-Ocimeno

Wi 0
v}

cis-f3-Ocimeno
n-Octanal

n-Octano

n-Octanol
Octen-3-o/
trans-2-Octeno
cis-2-Octeno

Oxido de cis-linalool
Oxiido de trans-linalool
Salicilato de metilo
trans-Salveno

i » i

wn  W»n
V7 P VY

W

a-Santaleno
Selin-11-en4 -0/
Silpestreno
Terpinen-4-ol
o-Terpinen-7-al
o-Terpineno

@ i 1@
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Tabela 2.6.6 Tabela resumo dos compostos volateis identificados em cada um

dos dois extractos (1997 e 1998) de medronhos. Listagem por
ordem alfabética. (continuagio).

Composto 1997 1998

y-Terpineno S N
cis-f3-Terpineol S
trans-f-Terpineol S

a-Tetpineol S S
Terpinoleno S S
Tricicleno S
1,2,4-Trimetilbenzeno S
2-Undecanona S
Yomogi Aleool S

De uma maneira geral os frutos comestiveis partilham os mesmos compostos
volateis dominantes; na tabela 2.6.7 listam-se os compostos identificados nos medronhos,

comuns a outros frutos comestiveis: groselha, maga, uva, morango, limao, lima e laranja.

Na tabela 2.6.8 estio descritos todos os componentes de pequena massa
molecular e baixo ponto de ebuli¢ao (volateis) identificados no medronho; esta tabela inclui

também a sua nomenclatura IUPAC e fé6rmulas estruturais.
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Tabela 2.6.7 Tabela resumo dos compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de
ebulicio, identificados nos medronhos, nos dois extractos (1997 e 1998), comuns a
outros frutos.!30.138,382,383

Composto Groselha Morango  Maga Uva Limio Lima  Laranja

Acetato de trans-dihidro-a-tetpenilo S
2-Acetilfurano

Acetofenona

Alcool Isoamilico S
Benzaldeido S
P-Bisaboleno S
n-Butanol S

B-Cariofileno ) S )
para-Cimeno S S S
1,4-Cineole

1,8-Cineole S

fB-Damascenona ) S
n-Decanol

p-Elemeno S

6-Elemeno

»n @ »n
W » »n
»

»n
» »n n»n

trans, trans-o-Farneseno

Fenilacetaldeido S

2-Furfuraldeido S S

n-Heptanal S S

n-Hexanal S

n-Hexanol

trans-3-Hexen-1-ol

Limoneno

Linalool
p-Menta-3,8-dieno S

Mesitileno )

Naftaleno S

Nonanaldeido S S

trans-f3-Ocimeno S

V)
W
¥

nw @ ®»n
»n @ »n
»n &
@ n 0

cis-f3-Ocimeno )

n-Octanal S S
n-Octanol S S
Octen-3-ol S

Oxido de cis-linalool S

Oxido de trans-linalool S

Salicilato de metilo
Terpinen-4-ol

»n

a-Terpineno

»w @ ®»n

y-Terpineno
trans-f3-Terpineol
a-Terpineol
Terpinoleno
2-Undecanona S

¥
v,
9))
¥,
»n & »n
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Tabela 2.6.8 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢do e baixo
ponto de ebulicio identificados por GC-MSUTD) no fruto de Arbutus
unedp. Listagem dos compostos por ordem alfabética.

Composto

Formula Estrutural MM

Acetato de crs-verbenilo

[1R-(1a,2B,500)]-4,6,6-trimetil-biciclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol, acetato

(1R,4R,5R)-2-Pinen-4-ol, acetato

Acetato de mirtenilo

6,6-dimetil-biciclo[3.1.1]-hepta-2-eno-2-metanol, acetato

2-Pinen-10-ol, acetato

Acetato de trans-dihidro-o-terpenilo

a,a,4-trimetilciclohexano-1-metanol, acetato
¢is-p-Mentan-8-ol, acetato

2-Acetilfurano

1-(2-furanil)etanona, 2-furfurilmetilcetona

Acetofenona
1-Feniletanona, Fenilmetilcetona

Alcool cariofileno
decahidro-2,2,4,8-tetrametil-4,8-metanoazuleno-9-ol

Alcool Isopentilico
Alcool isoamilico, 3-metil-1-butanol
Alcool Yomogi

trans-2,5,5-trimetil-3,6-heptadien-2-ol

(£)-Anetole

1-Metoxi-4-(1-propenil)benzeno
(2)-para-Propenilanisole

Benzaldeido

2,3-Benzofurano

Bergamal
2,6-Dimetil-5-heptenal

B-Bisaboleno

1-Metil-4-(5-metil-1-metileno-4-hexenil)ciclohexeno

(S)-6-Metil-2-(4-metil-3-ciclohexen-1-il)-1,5-heptadieno

o-Bisabolol

(R,R)-(+-)-a,4-dimetil-a-(4-metil-3-pentil)-3-ciclohexeno-1-metanol

<
o

333808

z

@
z

P,

>
e
e}

—
O
\
> ;
A

e

2

jor]
o

5

194

194

198

110

120

222

88

154

148

106

118

140

204

222
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Tabela 2.6.8 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicdo e baixo
ponto de ebulicdo identificados por GC-MSUTD) no fruto de Arbutus unedo.
Listagem dos compostos por ordem alfabética (continuacio).

Composto Férmula Estrutural MM
n-Butanol 74
1-butanol
204

B-Bourboneno
[1S-(1a, 300, 3BB,608,6B0)]-decahidro-3a-metil-6-metileno-1-(1-
metiletil)-ciclobuta[ 1,2:3,4]diciclopenteno

B-Cariofileno 204

trans-(1R,95)-4,11,11-trimetil-8-metilenobiciclo[ 7.2.0] undeca-4-eno,
trans-Catiofileno

=
4-Ceto-isoforona o 152
2,6,6-trimetil-2-ciclohexeno-1,4-diona
o

Ciclamenaldeido 190

a-Metil-4-(1-metiletil)-benzenopropanal
meta-Cimen-8-ol 150

a,a,4-trimetilbenzenometanol

orto-Cimeno 134

1-Metil-2-(4-metiletil)-benzeno

para-Cimeno 134

|
j : o
/©\,(o .
1-Metil-4-(1-metiletil)-benzeno < > <
1,4-Cineole 154
1-Metil-4-(1-metiletil)-7-oxabiciclo[ 2.2.1]heptano
1,4-epoxi-p-mentano
1,8-Cineole 154
1,3,3-Trimetil-2-oxabiciclo[ 2.2.2]octano; Eucaliptol
1,8-epoxi-p-mentano
o
sqe
%
o
N P S N e

trans-B-Damascenona 190

trans-1-(2,6,6-trimetil-1,3-ciclohexadienil)-2-butenona

cis-f-Damascona 192

¢is-1-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexenil)-2-butenona

n-Decanol
1-decanol, alcool caprico

OH 158

1,2-Dihidro-1,1,6-trimetilnaftaleno 172
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Tabela 2.6.8 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicdo e baixo
ponto de ebulicio identificados por GC-MS(ITD) no fruto de Arbutus unedo.
Listagem dos compostos por ordem alfabética (continuagio).

Composto Férmula Estrutural MM
trans-Dihidrocarvona 152
trans-2-metil-5-(1-metiletenil)-ciclohexanona;
p-Menta-8-en-2-ona o
Dihidrotagetona — 154
2,6-dimetil-7-octen-4-ona

o
B-Elemeno Z 204
1S-(1a,2B,4B)—1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil)-ciclohexano
(1S,2R 4R)-2-diisopropenil-1-vinil-p-Ment-3-eno
d-Elemeno Z 204
(3R-trans)-4-etenil-4-metil-3-(1-metiletenil) - 1-(1-metiletil)-ciclohexeno
(18,2R)-2-Isopropenil-1-vinil-p-Ment-3-eno
trans,trans-o.-Farneseno 204
trans,trans-3,7,11-trimetil-1,3,6,10-dodecatetraeno ° -
(E,E)-a-Farneseno
Fenilacetaldeido i 120
2-feniletanal @_)
2-Furfuraldeido o 96
Furfural, 2-furancarboxaldeido @40
Furfurilmetil-metilsulfureto ° 128
2-[(metiltioymetil]-furano \ SMe
Guaiol 222
[3S]-1,2,3,4,50,6,7,8-octahidro-a, 0,3 oL, 8 ot-tetrametil-5-azulenometanol
HO
n-Heptanal PO 114
Heptanaldeido
- /\/\/\
n-Heptano 100
- /\/\/\/ OH
n-Heptanol 116
1-heptanol
n-Hexanal o~ 100
Hexanaldeido, Aldeido capréico
\/\/\/OH
n-Hexanol 102
1-hexanol
o
5-Hexen-2-ona \/\)]\ 98
. NS
alilacetona
trans-3-Hexen-1-ol oo 100
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Tabela 2.6.8 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢do e baixo
ponto de ebuli¢do identificados por GC-MSUTD) no fruto de Arbutus unedo.
Listagem dos compostos por ordem alfabética (continuacio).

5-metileno-biciclo[2.2.1]hepta-2-eno

Composto Formula Estrutural MM
yv-Himachaleno 204
(4aS-cis)-2,4a,5,6,7,9a-hexahidro-3,5,5,9-tetrametil-1H-
benzociclohepteno i

o
transf-Ionona & 192
trans-4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)-3-buten-2-ona
trans-Isoelemicina MO y 208
trans-1,2,3-trimetoxi-5-propenilbenzeno Me-O
Me-O

Limoneno 136
1-metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexeno,
p-menta-1,8-dieno
Linalool He /= 154
3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol —
cis-Linalool 6xido o_ 170
¢is-6-eteniltetrahidro-2,2,6-trimetil-2H-piran-3-ol o OH
trans-Linalool 6xido s 170
trans-6-eteniltetrahidro-2,2,5-trimetil-2H-piran-3-ol OH
m-Menta-1(7),8-dieno 136
(R)-1-metileno-3-(1-metiletenil)-ciclohexano
Pseudolimoneno
p-Menta-3,8-dieno 136
4-metil-1-(1-metiletenil)-ciclohexeno
p-Menta-1,3,8-trieno 134
1-metil-4-(1-metiletenil)-1,3-ciclohexadieno
p-Ment-1-eno 138
1-metil-4-(1-metiletil)-ciclohexeno
p-Ment-3-eno < > < 138
4-metil-1-(1-metiletil)-ciclohexeno
Mesitileno 120
1,3,5-trimetilbenzeno
para-Metilanisole o 122
1-Metoxi-4-metilbenzeno ¢
p-Cresol metil éter
5-Metileno-2-norborneno @ 106
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Tabela 2.6.8 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢do e baixo
ponto de ebuli¢do identificados por GC-MSITD) no fruto de Arbutus unedo.
Listagem dos compostos por ordem alfabética (continuagio).

Composto Formula Estrutural MM

5-Metilfurfural o 110
5-metil-2-furancarboxaldeido \ / o

Mircenol 154

2-metil-6-metileno-7-octeno-2-ol

—— HO
Naftaleno 128

n-Nonanal o 142

Nonanaldeido W

trans-3-Ocimeno N 136
trans-3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno

(E)-B-Ocimeno \§ o

cis-B-Ocimeno — 136
cis-3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno \Z
(Z)-B-Ocimeno

n-Octanal

Octanaldeido, Aldeido Caprilico

128

Octano 114

n-octano

n-Octanol 130

1-octanol, alcool caprilico

1-Octen-3-ol 128

trans-2-Octeno 112

f6)
W
N PN
/\/\/\/\OH
W
OH
NN
cis-2-Octeno W 112
ot "
T\_>_<
@/\/Y

Salicilato de metilo

2-hidroxibenzoato de metilo, 6leo de Wintergreen

trans-Salveno 124

trans-6-metil-5-metileno-2-hepteno
204

o-Santaleno
(9)-1,7-dimetil-7-(4-metil-3-pentenil)-triciclo[ 2.2.1.0>Theptano

Selin-11-en-40.-ol 222

[1R-(1a,4ap,7B,8a0r)]-decahidro-1,4a-dimetil-7-(1-metiletenil)-1-
naftalenol
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Tabela 2.6.8 Compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebulicdo e baixo
ponto de ebulicio identificados por GC-MS(ITD) no fruto de Arbutus unedo.

Listagem dos compostos por ordem alfabética (continuacio).
Composto Férmula Estrutural MM

Silvestreno 136

(R)-1-metil-5-(1-metiletenil)-ciclohexeno
m-Menta-1(6)8-dieno
Terpinen-4-ol 154
4-metil-1-(1-metiletil)-3-ciclohexenol,
p-Menta-1-en-4-ol
a-Terpinen-7-al 150
4-(1-metiletil)-1,3-ciclohexadieno-1-carboxaldeido,
p-Menta-1,3-dien-7-al

a-Terpineno 136
1-metil-4-(1-metiletil)-1,3-ciclohexadieno,
p-Menta-1,3-dieno

y-Terpineno
1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno,
para-Menta-1,4-dieno

cis-B-Terpineol 2 . l{ 154

136

PP

¢is-1-metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexanol,
p-Menta-8-en-1-ol

trans-B-Terpineol HO, 154

trans-1-metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexanol

a-Terpineol 154

a,a,4-trimetil-3-ciclohexeno-1-metanol,
p-Menten-8-ol

Terpinoleno 136

1-metil-4-(1-metiletilideno)ciclohexeno,
p-Menta-1,4(8)-dieno

Tricicleno 136

1,7,7-trimetil-triciclo[2.2.1.0>6[heptano

1,2,4-Trimetilbenzeno 120

pseudocumeno

lele

2-Undecanona o 170

metilnonilcetona )J\/\/\/\/\

Refira-se que, quanto nos foi possivel pesquisar na literatura, este é o primeiro
estudo sobre a componente volatil (em volateis) do fruto de Arbutus unedo, existindo apenas

um trabalho sobre a composicio da aguardente de medronho.*
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3.0.0 | ACTIVIDADE BIOLOGICA

Desde tempos imemoriais, as plantas tém desempenhado um papel terapéutico
dominante no tratamento das doencas humanas.

O reino vegetal representa um extraordinario reservatério de novas moléculas.
Estima-se que existam no mundo, entre 400 e 500 mil espécies de plantas, onde apenas uma
pequena percentagem foi estudada fitoquimicamente, sendo substancialmente reduzida a
fracio submetida a rastreio (screening) biolégico ou farmacolégico.” Uma vez que as plantas
possuem centenas, ou mesmo milhares, de metabolitos, é frequente o interesse no reino
vegetal como possivel fonte de novas moléculas para introdugao em programas de rastreio
terapéutico. O rapido desaparecimento das florestas tropicais e outras areas de vegetagdao
importantes veio tornar essencial o acesso a métodos que levem ao rapido isolamento e
identificacao de produtos naturais bio-activos.

As medicinas tradicionais possuem um papel determinante no tratamento das
populacoes e, hoje em dia, nos pafses subdesenvolvidos 85% dos regimes de tratamento
baseiam-se na utilizacio terapéutica das plantas.™**>*

Na civilizagio “Ocidental”, as plantas, surpreendentemente, desempenham
igualmente um papel importante nos tratamentos de saude. Recentemente sumarizaram-se
aproximadamente 120 principios activos de plantas,”™ possuindo uma elevada gama de
actividades terapcuticas. Nestes incluem-se esterdides, glicosidos cardioténicos (glicosidos da
Digitalis), anticolinérgicos (alcaldides tipo tropano da beladona) analgésicos e antitdssicos
(alcaléides do 6pio), anti-hipertensores (reserpina), colinérgicos (fisostigmina, pilocarpina),
antimalaricos (alcaléides da Chinchona), anti-gota (colquicina), anestésicos (cocaina),
relaxantes do musculo esquelético (tubocurarina), e agentes anti-cancerigenos.” Poucas sio
as drogas correntemente utilizadas no tratamento do cancro, que foram descobertas com

base na racionalizacao do design estrutural. Na sua maioria os agentes anti-cancerigenos tém

X Aproximadamente 79% da populagio mundial (4,5 bilides) utiliza as medicinas tradicionais em alguma
extensio.’®
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sido descobertos a partir das plantas como resultado de empirismo, casualidade, ou
programas de rastreio (screening)™ em larga escala.

Convém ainda referir, apenas como indicativo da extensio da utilizacio destes
farmacos, que se estima que as drogas de plantas representem cerca de 25% dos farmacos

prescritos no mercado dos E.U.A.. 37391

Como ja referido anteriormente, a medicina popular atribui ao Arbutus unedo varias
propriedades farmacoldgicas conferidas pelas folhas e raizes desta planta, nao existindo
qualquer referéncia relativamente aos seus frutos. De entre as diversas actividades fisiologicas
conhecidas, destacam-se os efeitos diurético, anti-séptico urinario, adstringente, anti-
inflamatério, depurativo, antidiarreico, actividade contra a blenorragia, efeitos
cardiovasculares, anti-hipertensor e/ ou antidiabético.3.3%

De acordo com os resultados obtidos, os metabolitos secundarios que os frutos
de Arbutus wunedo contém sio predominantemente derivados de acidos carboxilicos e
triterpenoides. Serda assim dado particular destaque as actividades bioldgicas associadas a
estas familias de compostos.

Os triterpendides sao dos metabolitos secundarios mais omnipresentes na flora
terrestre ¢ marinha e, inclusive na fauna. A sua presenga, mesmo em bactérias nao-
fotossintéticas, desenvolveu interesses quer evolutivos quer funcionais. Embora até ha
pouco tempo os usos medicinais desta classe de compostos tenham sido limitados, trabalhos
recentes nesta area tém vindo a indicar um crescente potencial como droga. Além disso, e
apesar da grande diversidade que se conhece existir entre os esqueletos carbonados dos
triterpenos, continuam a emergir novas variantes.””

InvestigacOes bioldgicas extensivas em triterpendides revelam um largo espectro
de actividades  farmacoldgicas e  fisiolégicas  como anti-inflamatérios, 7.7+

antineoplasicos,2¥747 anti-tlcerosos,® 4% antibacterianos®84%411 e antifungicos,7.3%412

.. .. . 398 e, 398
espermicidas,”™ actividade no sistema nervoso central (SNC),” diuréticos,

st Cerca de 15.5 bilides de ddlares em 1990 onde mais de metade dos 25 produtos mais presctitos sao
produtos detivados de plantas.>?
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396 8 8

. g , . . 39 - - 39
antidiabéticos, transportadores de metabolitos, moluscicidas 3743  ascaricidas e

insecticidas.®#13414 Descobriu-se também que alguns triterpendides sio agentes adogantes.™’
No entanto, poucos sio os triterpendides que ja conquistaram o estatuto de droga

com utilizagdo clinica. Apesar das limitadas aplicacdes destes metabolitos secundarios como

agentes terapéuticos bem sucedidos, tém vindo a ser extensivamente exploradas nos ultimos

anos as actividades iz vitro destes compostos. Alguns resultados interessantes sio a seguir

mencionados:

Actividade Anti-inflamatdria. Dentro deste vasto leque de estruturas quimicas
dos triterpendides encontram-se compostos com ac¢io no metabolismo, actividade
mineralocorticéide e actividade anti-inflamatéria entre outras actividades.™  Os
triterpendides das séries oleaneno e urseno sao activos contra o edema induzido por
carrageenan e na artrite induzida por formaldeido em animais de experiéncia (ratazanas).*"*

As raizes da Glycyrrhiza glabra, vulgarmente chamadas de alcaguz tém sido

usadas nas medicinas Ocidentais e Orientais como expectorante, antitissico e como agente

adocante, devido ao seu teor em triterpendides (acido glicirrético, composto dominante).

Acido glicirrético

No sistema médico chinés o alcacuz é usado no tratamento de inflamacées da

1 . . . .. s, . ’. ’ .
garganta.’” Tem sido observada actividade anti-inflamatéria em triterpendides da série
oleaneno aumentando com a polaridade dos compostos, sendo enaltecida pelo nimero de

grupos hidroxilo presentes na molécula.®*#¢ Num trabalho recente de Akihisa ez al™* refere-
se a actividade anti-inflamatoria de varios alcoois triterpénicos nomeadamente a Ol-amirina,

.. 417 , . ;1. . .
B-amitina, uvaol e o lupeol entre outros.” O 4cido ursélico e o lupeol, diminuem
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significativamente a incidéncia de tlcera gastrica em animais de experiéncia (ratazanas)."® O
acido oleanodlico ¢ efectivo na prevencao experimental de doenga hepatica induzida por
injec¢ao de CCl, em animais de experiéncia (ratazanas). Os resultados sugerem que o acido
oleanolico possui ac¢ao hepatoprotectora muito potente no tratamento da doenga hepatica

419
I,

induzida pelo CC

Actividades Antibacteriana e Antifiingica. O icido oleandlico e o seu isémero,
acido ursélico™ isolados do fruto ziziphora, uma droga oriental, verificou-se inibirem a

formacio do glucano 7 wvitro a 100 pg/ml. Inibindo simultaneamente o crescimento de

Zigel 420
bactérias como Streptococcus mutans na boca.

Actividade Antiplasmodial (antimaldrica). A malaria, doenga causada por
parasitas do género Plasmodinm é uma doenca das regides tropicais, responsavel no mundo
pela morte de milhdes de pessoas.421 Apbs o periodo de aparente controlo, o surgimento do
parasita que permanece resistente a droga, a resisténcia dos vectores do insecto aos
insecticidas e os movimentos migratorios das populagoes infectadas resultam num crescente
niamero de novos casos de malaria. #2435 A descoberta da actividade antimicrobiana da
artemisia, isolada de uma planta tradicional da medicina chinesa, usada como antimalarica,
Artemisia annna, estimulou a pesquisa de novas drogas a partir de plantas.®+4¢ O triterpeno
pentaciclico, lupeol, foi identificado como sendo responsavel, pelo menos em parte, pela
actividade antiplasmodial observada 7z vitro. Este resultado esta de acordo com o trabalho de
Khalid e al** publicado em 1986 que confirma a actividade antiplasmodial do lupeol apos

. . 4D
pesquisa com produtos naturais.

Actividade Antitumoral e Anti-cancerigena. A relagdo entre a estrutura
uimica e a actividade anti-cancerigena de alguns triterpendides pentaciclicos e tetraciclicos
imi tividad ti 1 de al triter id tacicli tetracicli

foi estudada, entre outros, por Ling et al.*”” Os efeitos anti-cancerigenos foram testados

contra células de cancro humanas das linhas ME-780, #-87MG, SK-HEP-1, CAI.AU-1,

xiv Num trabalhO de rCViSﬂO Z’€ LZ’Z/[427 Sumaria [o}} Cstudos farmacolé iCOS CfeCtuadOS com estes dOiS é.CidOS
>
tritefpéﬂiCOS.
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CAMA-1, SK-O1-3 e HEC-1-A"™ Dentro dos triterpenos pentaciclicos o Epimanidiol

(3B,16a-dihidroxiolean-12-eno) (3.0.0-7) mostrou ser citotéxico a 100 pgml' contra as
células cancerosas das linhas ME-780, u-87MG, CAIL.AU-1, CAMA-1, SK-O17-3 e HEC-1-A.

A concentra¢do necessaria para produzir 50% da inibicio contra o HEC-7-A era de

aproximadamente 10 pgml’.

Epimanidiol (3.0.0-7) Maniladiol (3.0.0-2)

O Maniladiol (3.0.0-2), o epimero 16f-, exibe citotoxicidade contra o ME-180 e

CAMA-1. Alguns triterpenos tipo - e B-amitina e lupano, bem como o acido ursélico, entre
outros, sao também frequentemente referidos como proeminentes agentes antitumorais
contra as células cancerosas das linhas .4-549, SK-O1l-3, SK-MEL-2, XF496,
HCT'15,400,401,403,406

Os resultados dos estudos 7z vitro permitem ajudar a perceber os mecanismos de
accdo. Devido a limitada solubilidade e ac¢io nao selectiva das elevadas concentracoes de
compostos lipofilicos a interpretagao dos resultados deve ser criticamente reconsiderada de
modo a avaliar as implicacbes praticas do provavel uso 7 wvivo. Em conclusao, existem
resultados promissores que sugerem que os triterpenos pentaciclicos sio uma classe de
compostos com efeitos biolégicos muito interessantes a serem estudados mais

. 387
cuidadosamente.

 Linhas de células tumorais humanas: ME-780 (cervical), #-87MG (glioblastoma), SK-HEP-7
(adenocarcinoma hepatico), CALAU-T (tiréide), CAMA-T (mama), SK-O1-3 (ovario), HEC-7-A (atero),
A-549 (tipo 1II do epitélio alveolar (células ndo pequenas do pulmio)), SK-MEIL-2 (melanoma), X498
(sistema nervoso central, SNC) e HCT75 (adenocarcinoma do célon).
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Quanto aos acidos carboxilicos e seus derivados sao muitos os trabalhos que se

referem as actividades bioldgicas destes compostos. Dando particular destaque aos acidos
carboxilicos de cadeia carbonada curta a média (<C,)) podemos referir trabalhos onde se

denuncia, entre outros, o envolvimento dos 4cidos octandico e decandico na actividade

195,430 1

. . . . , . 43
anticonvulsiva, no tratamento da epilepsia, no sindrome tipo Reye™ e outras doengas

,1° 2
metabdlicas.”

Na tabela 3.0.0 sdo referidas as actividades biolégicas mais interessantes descritas

na literatura dos compostos isolados e/ou identificados no medronho.
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Tabela 3.0.0 Compostos com actividades biolégicas relevantes, encontrados no fruto de Arbutus

unedo LI

Composto Actividade Biolégica Referéncias

o-Amirina Anti-edémica IC43 =40 mg/kg ipr rato), Anti-inflamatéria (IC71 = 1000 387, 394, 400, 408, 433
ppm oral), Antitumoral, Citotdxica (50-400 ppm);

B-Amirina Anti-edémica (IC27 = 40 mg/kg ipr rato); 387, 394, 400, 409,

417,433

Lupeol Anti-edémica, Ant-gripe, Anti-hipetlipidémica, Ant-inflamatéria (1/3 387, 394,
Indometacina), Antimalirica (IC50 = 46,8 pg/ml), Anti-oxalato (25 400,
mg/kg/dia), Antioxidante (25 mg/kg/dia), Antiperoxidante (25 409,
mg/kg/dia), Antireumatica, Antitumoral, Anti-uretrtica, Antiviral, 417,
Citotoxica (50-500 ppm), Inibidora da FTPase (IC50 = 65 pg/ml), 433
Hipotensiva,

Acido Abortifaciente, Anti-HIV (EC50 = 1,7 pg/ml, IC50 = 21,8 pg/ml), Anti- 194,

Oleandlico alérgica, Anti-aterosclerética, Anticarcinogénica, Anti-edémica (IC36 = 40 195,
mg/kg ipr rato), Antifertilidade, Antigengivite, Anti-hepatotdxica, Ant- 386,
hipetlipidémica, Ant-inflamatéria (40 mg/kg ipf), Antoxidante, 387,
Antipetiodontitica (MIC = 625-1250 pg/ml), Antiplaca (MIC = 625-1250 403,
g/ ml), Antisarcoma, Antiséptica (MIC = 625-1250 pg/ml), Antitumoral, 424,
Anti-ulcera (>carbenoxolona), Inibidora da Aromatise, Bactericida (MIC 433
= 625-1250 pg/ml), Preventiva do Cancro, Cardioténica, Diurética,
Hepatoprotectora, Hipolipidémica, Imunomoduladora, Fagocitotica,
Sedativa, Uterotonica;

Acido Analgésica, Anti-HIV (EC50 = 2,0 pg/ml, IC50 = 6,5 pg/ml, IC85 = 18 193, 195,

Ursdlico Hg/ml), Ant-EBV, Anti-attritica, Anticarcinogénica, Anticolestatica (28- 386, 387,
100 mg/kg oral), Antidiabética, Anti-edémica, Ant-hepatotéxica (5-20 400,
mg/kg ipt), Anti-histaminica, Anti-hiperlipidémica, Ant-inflamatétia (1/3 401,
Indometacina, IC24 = 500 mg/kg), Antileishmanica (ED50 = 20 pM), 402,
Antileucémica, Antilinfomica, Antimutagénica, Anti-obesidade?, Anti- 403,
idade, Antioxidante, Antiproliferativa (IC50 = 15-20 uM), Anti- 405,
estafilococica, Antitumoral (mama) (0,5% dieta, IC50 = 15-20 pM), 406,
(Célon), (Pulmio), (Estomago) (IC50 = 15-20 uM), Anti-Promotora 413,
Cancro, Anti-tlcera, Antiviral, Inibidora-Aromatase, Depressora do SNC, 433,
Preventiva do Cancro, Colerética (5-20 mg/kg oral), Citotdxica (50 ppm, 434,
ED50 = 3.75 pg/ml), Diurética, Hepatoprotectora, Hipolipidémica, 435,
Inibidora da Lipogenase (IC50 = 0,18 mM), Piscicida, “Sparing” do 436
Potassio (3 mg/ratos), Inibidora da Protease (IC85 = 18 ug/ml),
“Sparing” do Sédio (3 mg/ratos), Viricida (IC85 = 18 pg/ml);

Uvaol Antitumoral (mama) (IC50 = 30->30 pM), Antitumoral (estbmago) (IC50 386, 387,
= 30->30 uM), Citotoxica (100-200 ppm), Inibidora da Lipogenase; 392, 433,

434

wi IC50 (concentracio inibitéria de 50% das células), LC50 (concentragio letal, 50%), EC50
(concentragdo efectiva, 50%), MIC (concentragdo minima inibitéria, crescimento das células); ipr -
administracdo intraperitoneal.
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Tabela 3.0.0 Compostos com actividades biolégicas relevantes, encontrados no fruto de Arbutus
unedo L. (continuacio)

Composto Actividade Biolégica Referéncias
B-Sitosterol Androgénica, Anoréctica, Anti-adenomica, Anticancro (mama), Anti- 433
edémica (IC54 = 320 mg/kg oral), Anti-estrogénica, Anti-insectos,
Antifertilidade, Antigonadotréfica, Anti-hipetlipoproteinémica, Anti-
inflamatéria, Antileucémica, Antilinfomica, Antimutagénica (250
peg/ml),  Anti-ofidica (2,3 mg musc), Antiprogestacional,
Antiprostaglandinas (30 mg/dia/12 semanas), Anti-prostatadenomica,
Antiprostatitica (10-20 mg/3x/dia/oral homens), Antitumoral (Cervix)
(Pulmio), Antiviral, Artemicida (LC50 = 110 ppm), Bactericida,
Preventiva do Cancro, Candidicida, Estrogénica, Gonadotrofica,
Hepatoprotectora, Hipo-colesterinémica (9-3330 g/homem/dia/oral),
Hipoglicémica, Hipolipidémica, Espermicida, Ulcerogénica (500
mg/kg/ ipr ratos), Viricida;
Estigmasterol Anti-hepatotdxica, Ant-inflamatéria, Anti-ofidica (2,3 mg/ ipr musc.), 433
Antiviral, Artemicida (LC50 = 110 ppm), Preventiva do Cancro,
Estrogénica, Hipo-colesterinémica, Ovulativa, Sedativa, Viricida;
2-Furfural Antiséptica, Aromatizante, Fungicida, Insecticida, Irritante, 433
a-Terpineol Anti-alergénica, Anti-asmatica, Antibacteriana, Anti-séptica, Antitussica, 433
Colagoga, Expectorante, Insectifuga, Pesticida;
Terpinoleno Insecticida, Desodorizante, Aromatizante, Fungicida, Pesticida; 433
B-Carofileno Inibidora da Aldose-reductase, Anti-acne, Anti-asmatica, Antibacteriana, 433
Anticariogénica (MIC = 1600 pg/ml), Anti-edémica, Insecticida (500
ppm), Anti-inflamatéria (IC50 = 100 pM), Antipasmodica, Anti-
estreptocdccica, Antitumoral, Aromatizante, Insectifuga, Pesticida,
Termitifuga;
Acido Candidicida, Aromatizante, Fungicida, Pesticida; 195,
Octandico 430-433
Acido Nematicida, Aromatizante, Pesticida; 195,
decandico 430-433
Acido Antifribrinolitica, Aromatizante, Hemolitica, Hiper-colesterolémica, 433
palmitico lubrificante, Nematicida, Pesticida;
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4.0.0 CONCLUSOES

A presente dissertagdo tem por objectivo aprofundar o conhecimento da
composi¢io quimica do medronho, o fruto de Arbutus unedo 1.. e, averiguar a existéncia de
moléculas cuja actividade bioldgica possa ser associada ao efeito de mal-estar sentido
aquando da ingestao de uma maior quantidade de frutos.

Apesar de se tratar de um fruto edivel, até ao inicio deste estudo apenas eram

H £ gl z s 24,361-364 s~ s
conhecidas as suas caracteristicas tCCﬁOlOglCQ.S,’ a4 Sua composi¢ao quimica

18,23,362-365,437 19,48,74-76

alimentar e 0s seus pigmentos (carotenoides).

Procedeu-se ao estudo sistematico do fruto, possibilitando o conhecimento da
sua composicao quimica em metabolitos secundarios. Para tal e, de acordo com o actual
estado da arte,*"* foram utilizadas a cromatografia gas-liquido de alta resolu¢io (HRGC), a
sua associagao a espectrometria de massa (GC-MS) e a compara¢ao com amostras auténticas
no estudo dos componentes de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢ao. Foram

identificados 70 compostos e postuladas 19 estruturas de volateis. Efectuou-se o estudo

destes componentes por se encontrarem associados as caracteristicas do sabor dos frutos.

Um dos seis componentes dominantes, a 3-damascona, um sesquiterpeno oxigenado, ¢ uma
estrutura pouco comum em pequenos frutos comestiveis.”"

A cromatografia gas-liquido de alta resolucao, a sua associa¢ao a espectrometria
de massa e posteriormente a comparagao com amostras auténticas foi também a
metodologia utilizada na identificacio de derivados de acidos carboxilicos. Estas sio
actualmente as técnicas mais utilizadas na identificagio deste tipo de compostos.**** Foram
identificadas dez estruturas quimicas naturais novas: duas séries de ésteres longos de acidos
carboxilicos, os ésteres em Cq, C,, C, € C,, do acido octandico e os ésteres em C,,, C,,, C,-,
C,5 € Cy, do acido decandico.

A mesma metodologia foi utilizada na identificagdio no medronho, de estruturas ja

conhecidas de hidrocarbonetos, cetonas de cadeia comprida e compostos triterpénicos.
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Recorrendo a métodos de isolamento cromatograficos convencionais e também a

técnicas mais modernas de detecgdo e isolamento por cromatografia liquida de alta pressio
(HPLC), procedeu-se ao isolamento individual de 7 triterpendides: a- e B-amirinas, lupeol,

acidos oleandlico e ursolico, PB-sitosterol e também o diol triterpénico olean-12-en-3[3,23-
diol, um novo produto natural. A sua identificagdo foi efectuada com base nas evidéncias
espectroscopicas e comparagao de constantes fisicas.

Tendo em conta os metabolitos secundarios identificados, as hip6teses do efeito
de mal-estar associados a ingestao do fruto poderao ser:

1 - a indigestibilidade do medronho.**

2 - o teor do fruto em triterpendides (>1 g/Kg fruto fresco); associe-se as
actividades biologicas conhecidas, especialmente as atribuidas aos acidos ursolico e
oleandlico.

3 - embora vestigial, a presenca de aldeidos, os quais poderao levar a formacao de
estruturas heterociclicas (alcal6ides).

4 - a possivel presenca de acetato de etilo nos frutos consumidos (frutos
geralmente muito maduros), composto conhecido pela sua actividade depressora do sistema
nervoso central. Embora nio tenha sido detectada a presenga de acetato de etilo nos frutos
estudados, ele forma-se aquando da sua fermentacio, sendo um dos problemas da

valorizagio da aguardente de medronho.”

Nas paginas seguintes estdo representadas as principais estruturas quimicas

identificadas no medronho, o fruto de Arbutus unedo.
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Esteres longos de acidos carboxilicos encontrados no fruto de

Arbutus unedo.

/\/\/\/\)LO_R /\/\/\)LO_R.

) Decanoato de dodecilo (2.2.2-1) ' Octanoato de tetradecilo (2.2.2-2)

VY VNV NN
Decanoato de tetradecilo (2.2.2-3) Octanoato de hexadecilo (2.2.2-4)

VS N Ve NV N P V2 N Ve N N e g
Decanoato de hexadecilo (2.2.2-5) Octanoato de octadecilo (2.2.2-6)

VY S N Ve N N VN VY SV Ve N VY VN
Decanoato de heptadecilo (2.2.2-7) Octanoato de Nonadecilo (2.2.2-8)

V2 VNV N g VD VN N Ve VN
Decanoato de octadecilo (2.2.2-9) Octanoato de eicosanilo (2.2.2-10)

Ve V2 S N NV Ve NV Vv P S N NV NV Vg
Decanoato de eicosanilo (2.2.2-11) Octanoato de docosanilo (2.2.2-12)
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Triterpenos pentaciclicos encontrados no fruto de Arbutus unedo.

223.1- Lupeona 2.2.3-2 - a-Amirona

HO

5 \

% \
2.2.34 - B-Amirina 2.2.3-5 - Lupeol

\
.

.

CH,0H

2.2.3-6 - Aldeido ursolico 2.2.3-7 - o.-Amirenonol 2.2.3-8 - Olean-12-en-3f3,23-diol

HO

y
Ry

.
N

2.2.3-9 - Uvaol 2.2.3-10 - Acido Utsélico 2.2.3-11 - Acido Oleanélico
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Triterpenos tetraciclicos encontrados no fruto de Arbutus unedo.

e

2.2.4-1 - 5a-Colestano 2.2.4-2 - Colestanona
N
HO HO
2.2.4-3 - Colesterol 2.2.4-4 - Estigmasterol
HO
O
2.2.4-5 - Estigmastenona 2.2.4-6 - B-Sitosterol
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Estruturas dos compostos de pequena massa molecular
identificados no fruto de Arbutus unedo.

Acetofenona 2-Acetilfurano Anetole
/ 0]
para-Metilanisole Benzaldeido

2,3-Benzofurano

Fenilacetaldeido 1,2,4-Trimetilbenzeno
(0]
Bergamal B-Bisaboleno a-Bisabolol

H E
| _—
. HO /\)\
,
H H
Alcool isoamilico

B-Bourboneno B-Cariofileno
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Estruturas dos compostos de pequena massa molecular
identificados no fruto de Arbutus unedo. (continuacio)

4-Ceto-isoforona Cliclamenaldeido
meta-Cimeno-8-ol orto-Cimeno para-Cimeno
1,4-Cineole 1,8-Cineole
AP Pa
(0)
E
= n-Decanol
~
z

o
trans-ff-Damascenona
cis-fF-Damascona

o

(0]

trans-Dihidrocarvona Dihidrotagetona B-Elemeno
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Estruturas dos compostos de pequena massa molecular
identificados no fruto de Arbutus unedo. (continuacio)

(o)
/ .
Fenilacetaldeido
8-Elemeno o-Farneseno
(0] (o)
N
\ / o) \ / S-Me
2-Furfuraldeido Furfurilmetil metilsulfureto HO
Guaiol
SN o NN /\/\/\/OH
n-Heptanaldeido n-Heptano n-Heptanol
\/\/\70 N U U W\/OH
n-Hexanaldeido Hexanol 3-Hexenol
(0]

" i <
WJ\ ~

5-Hexen-2-ona H

B-Ionona
y-Himachaleno
Me-O
/ (0]
Me-O
(0]
Me-O
trans-Isoelemicina 4-Cetoisoforona
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Estruturas dos compostos de pequena massa molecular
identificados no fruto de Arbutus unedo. (continuacio)

HO
Limoneno Linalool cis-Linalool 6xido
I
. 1
o . OH
trans-Linalool 6xido m-Menta-1(7),8-dieno
M : : p-Ment-1-eno
p-Menta-3,8-dieno p-Menta-1,3,8-trieno
o
—— HO
: : : (:(‘\o-Me :<:/A<
OH
Mircenol
p-Ment-3-eno Mesitileno Salicilato de metilo
O-AC @
Naftaleno 5-Metileno-2-norborneno

Acetato de mirtenilo

O‘ W

1,2-Dihidro-1,1,6-trimetilnaftaleno

n-Nonanaldeido
A -~
trans-f-Ocimeno cis-f-Ocimeno

i
WV\ A VN P N NG

n-Octanaldeido n-Octano n-Octanol
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Estruturas dos compostos de pequena massa molecular
identificados no fruto de Arbutus unedo. (continuacio)

//\/\/\

cis-2-Octeno

*

4
” H,

OH

W W
OH
trans-2-Octeno
1-Octen-3-o0l
T\_>_< @A/Y
trans-Salveno a-Santaleno
Ac-O
[LILER
Silvestreno

Acetato de trans-dihidro-a-terpenilo

a-Terpinen-7-al

<

a-Terpineno

~<

y-Terpineno

Terpinen-4-ol

:HO
a-Terpineol

Tricicleno Terpinoleno

. '/o

(o)

)j\/\/\/\/\

2-Undecanona

Acetato de cis-verbenilo

178

Selin-11-en-4 -0l

HW

trans-f§ -Terpineol

30
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Y
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5.0.0 | PARTE EXPERIMENTAL
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5.1.0 Aparelhagem e Condicoes
Experimentais

Os pontos de fusio (m.p.) foram determinados num aparelho de placa aquecida

Kofler (I¢ica Galen I11) e nao sao corrigidos.

Os indices de refraccio (n",) foram determinados num refractémetro de Abbe
(Zazi).
As determinagdes de rotacio especifica [a]", foram determinadas em polarimetro

de Perkin Elmer, 241MC.

Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos num aparelho FTIR Nicolet 5
SCX. Os espectros dos compostos apresentados em 2.2.0 foram registados em solu¢ao

(CHCL,), utilizando-se um detector DTGF (janela de KBr) e uma resolucio de 16 cm™,

Os espectros de ultravioleta (UV) foram registados em etanol absoluto num

espectrémetro Perkin Elmer, Lambda 6.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protio (‘H-NMR) e de carbono-
13 (PC-NMR), foram efectuados em aparelho Brucker ARX 400 MHz. O tetrametilsilano
(TMS) foi usado como padrio interno (referéncia zero) e como solventes: o
deuterocloroférmio (CDCLy), a piridina deuterada (C;D;N), o metanol deuterado (CD,OD),
oxido de deutério (D,0) e/ou a acetona deuterada (CD,COCD);). Os dados obtidos sio

indicados pela ordem: desvio quimico (8 em ppm); intensidade relativa, através do numero
de protoes (nH); multiplicidade s (singuleto), d (dubleto), t (tripleto), q (quarteto), m

(multipleto); constante de acoplamento | em Hertz.

As determina¢oes de HRGC-MS foram efectuadas em condi¢des cromatograficas
idénticas com instrumento Shimadzu, modelo QP -1000, nas seguintes condi¢oes:
temperatura da fonte idénica 250 °C, temperatura da interface directa 325 °C, velocidade de
“scan” 1.2 s/década de 50 m/z a 500 m/z. Coluna capilar de silica, manufacturada, L. = 25

m, d.i. = 0,32 mm revestida com PS-255 (fase ligada de 100% Polidimetilsiloxano), d; = 1

181



J.P.Noronha, Metabolitos Secundérios do Fruto de Arbutus unedo 1..

um. A temperatura do forno foi linearmente programada de 250 a 300 °C a 2,5 °C min™". Os

espectros de impacto electronico (EI) foram obtidos a 70 eV.

A cromatografia de gas-liquido foi executada em instrumento Carlo Erba da série
Vega, modelo 5300 equipado com injector split-splitless, detector de ionizagdo de chama, e
coluna capilar de silica, manufacturada, L = 25 m, di. = 0,32 mm, revestida com PS-255
(fase ligada de 100% Polidimetilsiloxano), d; = 1,0 um. A temperatura do forno foi
linearmente programada de 250 a 300 °C a 2,5 °C min™. As temperaturas do injector e do
detector de 300 °C. Os gas de arraste o hidrogénio (Pi = 70 kPa). A integracio dos picos
executada com integrador Shimadzn CR3A.

Na analise dos compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢io,
as amostras provenientes da SDE foram sujeitas (0,2 pl) a analise por HRGC; as condigoes
cromatograficas foram: a temperatura do forno foi linearmente programada de 45° a 3°/min
até 175° seguida de aquecimento a 15 °C min™" até 300 °C (10 min.); O injector aquecido a
250 °C; razao de Split 1:20. No bloco de injec¢dao a amostra repartiu-se por duas colunas A e
B de polaridades diferentes; Coluna A: coluna capilar de silica, L = 30 m, d.i. = 0,25 mm, d;
= 0,25 pm, revestida com DB-1™ (fase ligada de 100% dimetilpolisiloxano (J & W)); Coluna
B: coluna capilar de silica, L = 30 m, di. = 0,25 mm, d; = 0,15 pm, revestida com DB-

17HT™ (fase ligada de 50% fenil, 50% dimetilpolisiloxano (J & W)).

Na analise dos compostos de pequena massa molecular e baixo ponto de ebuli¢ao,

as determinacdes dos Indices de retencio (Ip) foram efectuados de acordo com a

~ 438,439
expressao:

tr'(d) - tr'(px)
Ip =100 + 100x

tr'(px+1) - tr'(px)

sendo:

Ip — Indice de retencio do soluto i, a temperatura programada

tr’(i) — tempo de retencio corrigido (tr’ = tr — tm) do composto i

tr’(px) — tempo de retencao corrigido do alcano linear cujo pico elui imediatamente

antes do soluto i, e cujo numero de atomos de carbono ¢ x.
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tr’(px+1) — tempo de retencdo corrigido do alcano linear com x+1 atomos de
carbono, cujo pico elui imediatamente apos o soluto i.
tm — tempo morto.

Para estas determinacdes, foi utilizada a série padriao de #-alcanos C,-Cy, (Aldrich).

As determinagdes de HRGC-ITD foram efectuadas em condigdes cromatograficas
idénticas com instrumento Finnigan Mat (U.K.), nas seguintes condi¢bes: temperatura da
fonte i6nica 250 °C, temperatura da interface directa 250 °C, velocidade de “ean” 1.2
s/década de 40 M/z a 450 m/z. Coluna capilar de silica, L. = 30 m, d.i. = 0,25 mm, d;= 0,25
um, revestida com DB-1™ (fase ligada de 100% dimetilpolisiloxano (J & W)). A temperatura
do forno foi: 45 °C, isotérmica de 1 min., a 1* rampa de aquecimento de 1,3 °C min™' até 175
°C, isotérmica de 2 min., a 2° rampa de aquecimento de 15 °C min’ até 300 °C,
permanecendo nesta temperatura durante 15 min.. Gis de arraste o hélio (1 ml/min.). Os

espectros de impacto electronico (EI) foram obtidos a 70 eV.

O HPLC executado numa bomba Varian 2510 equipada com coluna de L = 250
mm, di. = 4 mm, empacotada com Lichrosorb RP-18 Select B®, 5 pm (E. Merck,
Darmstadt, Alemanha). A elui¢io foi efectuada com uma mistura Metanol: Agua (0,1%
acido acético) (96:4), fluxo de 0,7 ml min", com detector de “Yight-scattering’ (1.SD) em
instrumento “laser light-scattering detector” Sedere® (Alfortville, Franca), modelo Sedex 55,

operado com ganho 8, temperatura 62 °C, e nebulizagao com ar a uma pressao de 250 kPa.

As analises de HPLC-PBMS foram executadas em condi¢gdes cromatograficas
idénticas: numa bomba Varian 2510 equipada com coluna de L = 250 mm, d.i .= 4 mm,
empacotada com Lichrosorb RP-18 Select B®, d;= 5 um (E. Merck, Darmstadt, Alemanha).
A eluicio foi efectuada com uma mistura Metanol: Agua (0,1% acido acético) (96:4), fluxo
de 0,55 ml min’,

beam” (PB) (a pressio de hélio para a nebulizagao foi de 50 kPa). Velocidade de “scan” 10

com instrumento VG Trio-1000 equipado com interface de “particle-

scans/s de 50 m/z a 500 m/z. Temperatura da fonte i6nica 150 °C, Temperatura da

interface 150 °C. Os espectros de impacto electronico (EI) foram obtidos a 70 eV.
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Na cromatografia em camada delgada (TLC) utilizaram-se placas de silica Merck
60F,;, de 0,25 mm e 0,5 mm de espessutra. As placas foram reveladas utilizando luz UV (A
= 254 e 366 nm) (lampada Camag) e com “sprays” de H,SO, em solu¢io metanodlica
(reagente N°241°") e:
- solu¢do anidrido acético-acido sulfurico (reagente de Liebermann-Buchard)
(reagente N°1°").
- solucio anisaldeido-4cido sulfirico (reagente N°11°").
- solugao de verde bromocresol-azul de bromocresol- permanganato de potassio
(reagente N°26°").
- solucdo de glucose - anilina (reagente N°127°").
- solucdo de Ninidrina (reagente N°178").

solugdo de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (reagente N°82°").

- solug¢do de acetato de bismuto-iodeto de potassio (reagente de Dragendorff)
(reagente N°97°").

- solugao metandlica a 0,4% de 2,6-dicloroquinona-4-cloroimida (reagente de
Gibbs) (reagente N°62°").

- solugio de vanilina - 4cido sulfirico (reagente N°262°").

- solu¢ao de cloreto de ferro (III)-hexacianoferrato de potassio (reagente de Berlin
blne) (reagente N°5°").

- solu¢do de mercirio em acido nitrico fumante (reagente de Millons) (reagente

N°26'™.

Todos os solventes utilizados (Merck, grau p.a. ou puro) foram pré-purificados de

: 400
acordo com a literatura.

A seguir listam-se os compostos padrao utilizados neste trabalho:

ESTERES METILICOS
Composto Marca Referéncia
Dodecanoato de Metilo (Laurato) Aldrich 23459-1
Eicosanoato de Metilo (Araquidato) Aldrich 2522-0
Linolenato de Metilo Aldrich 23526-1
Pentacosanoato de Metilo Filuka 76497
Cinamato de Metilo Aldrich 17328-2
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ACIDOS CARBOXILICOS

Composto Marca Referéncia
Acido Decanéico Aldrich 15376-1
Acido Docosanéico (Behénico) Aldrich 21694-1
Acido Dodecandico Aldrich 15378-8
Acido Eicosandico (Araquidico) Aldrich E23-1
Acido Heneicosanéico Aldrich 21966-5
Acido Heptadecanédico (Margarico) Aldrich H100-0
Acido Heptandico Aldrich 25873-3
Acido Hexacosandico Aldrich 28428-9
Acido Hexadecanéico Aldrich P5-1
Acido Nonanéico Aldrich N2990-2
Acido Nonadecandico Aldrich 22283-6
Acido Octadecanéico (Estearico) Aldrich 26804-6
Acido Octadecendico (Oleico) Aldrich 26838-0
Acido Octanéico Aldrich 15375-3
Acido Pentadecandico Aldrich P360-0
Acido Tetracosandico (Lignocérico) Aldrich 23468-0
Acido Undecanéico Aldrich 17147-6
Acido Tetradecanédico (Miristico) Aldrich 15379-6

ALCOOIS

Composto Marca Referéncia
Docosanol (alcool behénico) Aldrich 16910-2
Dodecanol Aldrich 44381-6
Eicosanol (alcool araquidico) Aldrich 23449-4
Heptadecanol Aldrich 24169-5
Hexadecanol (alcool cetilico) Aldrich 25874-1
Nonadecanol Aldrich 28684-2
Octadecanol (alcool estearilico) Aldrich 34620-9
Tetradecanol Aldrich 18538-8

TRITERPENOIDES

Composto Marca Referéncia
Acido Oleanslico Aldrich 30170-1
Acido Ursélico Exctrasynthese, France 00378
5a-Colestano Aldrich 15032-0
Colestanona Aldrich C7440-7
Colesterol Aldrich 36279-4
Estigmasterol Aldrich S440-9
Lupeona Extrasynthese, France 0030
Lupeol Extrasynthese, France 0047
Uvaol Extrasynthese, France 0039S
o-Amirina Extrasynthese, France 00158
B-Amirina Exctrasynthese, France 0016S
B_Sitosterol Aldrich S340-2
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COMPOSTOS DE PEQUENA MASSA MOLECULAR E BAIXO PONTO DE EBULICAO

Composto Marca Referéncia
1,2,4-Trimetilbenzeno Aldrich T7,320-2
1,4-Cineole Aldrich-Flavors & Fragances W36580-7
1,8-Cineole Aldrich-Flavors & Fragances W24650-6
1-Octen-3-ol Aldrich-Flavors & Fragances W28051-8
2,3-Benzofurano Aldrich B800-2
2-Acetilfurano Aldrich-Flavors & Fragances W31631-8
2-Furfuraldeido Aldrich-Flavors & Fragances W31600-8
4-Terpineol Fluka Chemika 86477
5-Hexen-2-ona Aldrich H1300-1
5-Metileno-2-norborneno Aldrich 12984-4
5-Metilfurfural Aldrich-Flavors & Fragances W27020-2
Acetato de ws-Verbenilo Fluka Chemika 94882
Acetato de Mirtenilo Finka Chemitka 70158
Acetofenona Aldrich-Flavors & Fragances W20090-5
Alcool isoamilico Aldrich-Flavors & Fragances W20570-2
Anetole Aldrich 11787-0
Benzaldeido Aldrich-Flavors & Fragances W21271-7
Bergamal Aldrich-Flavors & Fragances W23890-2
n-Butanol Aldrich 27067-9
B-Carioﬁleno Fluka Chemika 22075
¢is-2-Octeno Aldrich S44259-3
n-Decanol Aldrich 15058-4
Dihidrocarveol Aldrich-Flavors & Fragances W23790-6
Fenilacetaldeido Aldrich-Flavors & Fragances W28740-7
Furfurilmetil metilsulfureto Aldrich-Flavors & Fragances W31600-8
Guaiol Fluka Chemika 50900
n-Heptanal Aldrich H212-0
n-Heptano Aldrich 27051-2
n-Heptanol Aldrich H280-5
n-Hexanal Aldrich 11560-6
n-Hexanol Aldrich 47140-2
Limoneno Aldrich-Flavors & Fragances W26330-3
Linalool Aldrich-Flavors & Fragances W26350-8
Linalool éxido Aldrich S44373-5
Mesitileno Aldrich M720-0
m-Menta-1(7),8-dieno Aldrich 33411-1
Mircenol Aldrich-Flavors & Fragances W34390-0
Naftaleno Aldrich 18450-0
n-Nonanal Aldrich N3080-3
n-Octanal Aldrich 0O-560-8
n-Octano Aldrich 29698-8
n-Octanol Aldrich 29324-5
orto-Cimeno Aldrich 25527-0
para-Cimeno Aldrich-Flavors & Fragances W23560-1
p-Ment-1-eno Fluka Chemika 63655
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COMPOSTOS DE PEQUENA MASSA MOLECULAR E BAIXO PONTO DE

EBULICAO (continuacio)

Composto Marca Referéncia
para-Metilanisole Aldrich-Flavors & Fragances W26810-0
Salicilato de metilo Extrasynthese, France 4738S
Terpinoleno Aldrich-Flavors & Fragances W30460-3
frans-2-Octeno Aldrich S41897-8
trans-3-Hexenol Extrasynthese, France 30978
trans-Dihidrocarvona Extrasynthese, France 5100
trans-Isoelemicina Aldrich 23128-2
trans-B-Tonona Aldrich-Flavors & Fragances W25950-0
Tricicleno Aldrich 28105-0
o-Farneseno Aldrich 34048-0
a-Terpineno Aldrich-Flavors & Fragances W35580-1
o-Terpineol Fluka Chemika 86481
y-Terpineno Aldrich-Flavors & Fragances W35590-9
n-Alcanos C.-Cy, Aldrich 29850-6
OUTROS COMPOSTOS
Composto Marca Referéncia

Arbutina Aldrich S57928-9
Dotriacontano Aldrich D22310-2
Hidroquinona Aldrich 24012-5
Metil-hidroquinona Aldrich 24097-4
Resorcinol Aldrich 39804-7
Triacontano Aldrich 26384-2
D-(-)-Frutose Aldrich 23970-4
D-(+)-Glucose Aldrich 25307-3
Sacarose Aldrich 24761-8

5.1.1 Analise Bromatologica

M¢étodos de Dosagem:

Agua — Foi efectuada por secagem do fruto fresco, até peso constante, em estufa

, 369
de vacuo a 80 °C.

Proteinas — Foi efectuado por amonizagao de 2 g de fruto, pelo método de Kjeldal/,

utilizando a mistura catalizadora de Amold. A destilagaio do amoniaco foi feita, numa parte

aliquota, em aparelho Kjeldah/ semi-automatico. Para a conversaio do azoto total em

. 369
proteinas, empregou-se o factor 6,25.™
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Matéria gorda — Foi efectuada por extracgao no aparelho de Soxbhlet (durante 18
horas) com éter de petrdleo de 5 g de fruto, depois de seco, bem triturado e misturado com
areia e sulfato de soédio. Como o fruto é rico em hidratos de carbono procedeu-se
previamente a hidrélise com HCI, segundo a técnica habitual.

Glucidos totais — Efectuada sob a forma de glucose, apds hidrolise acida. A 1 g de
fruto finamente triturado e homogeneizado, procedeu-se a hidrolise com 4 ml de HCl a 8%,
em banho de agua fervente durante 5 minutos. Agita-se e adiciona-se 5 ml de agua e aquece-
se por mais 15 minutos. O doseamento foi feito em volume conveniente de hidrolisado,
depois de defecado, pelo método classico de Walker e Munson, com redugao do licor de
Febling (ac¢ao redutora dos agicares sobre uma solugao cupro-alcalina) e pesagem do 6xido
cuproso obtido.>”

Actcares redutores — Foi efectuada a extracgio segundo Medlicott e Thompson.”” A
andlise foi efectuada por HPLC-UV em coluna Sugar-pak/pBondapak (temperatura do
forno: 90 - 95 °C), fase mével de 20 mg/1 de EDTA sal disédico calcico em dgua Milli-Q, a
um fluxo de 0,5 ml/min. Efectuaram-se os ensaios com o detector de Ultravioleta a A =
214 ¢ 254 nm. O doseamento foi efectuado por comparacio com padrdes a 10% (p/v) de
Glucose e Frutose. A calibragdo foi efectuada mediante a injeccio de quantidades
conhecidas de solucao padrao e o calculo dos respectivos factores de resposta relativos
(FRR = C (g/1 do padrio) / Area do pico).

Sacarose — Foi determinada multiplicando por 0,95 a diferenca entre os valores
dos agucares redutores determinados antes e depois da inversao (por hidrélise cloridrica),
que foi efectuada pela técnica corrente. >’

Cinzas — Foram determinadas por incineragao na mufla, a temperatura de cerca de
500 °C, da amostra exsicada que serviu para a determinacao da dgua por secagem na
estufa.’”’

pH — Determinado potenciometricamente a 20 °C (pH-metro) com frutos

finamente triturados e homogeneizados.
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5.2.0 Sinteses

5.2.1 Esteres Longos de Acidos
Carboxilicos

Octanoato de tetradecilo

A balao de 50 ml adicionou-se 30 ml de benzeno (previamente destilado), 1 ml
(6.31 x 10° mole) de 4cido caprilico, 0.12 g (6.31 x 10 mole) de acido p-toluenosulfénico e
1.62 g (7.57 x 10”° mole) de 1-tetradecanol (4lcool mirfstico). Colocou-se a mistura a refluxar
em montagem Dean-Stark durante 120 minutos. Findo este tempo destilou-se cerca de 15 ml
de benzeno. Ap6s arrefecimento da mistura reaccional adicionou-se cerca de 50 ml de éter
dietilico e 50 ml de solugao de NaHCO; a 10%. Extraiu-se a fase aquosa com 2 x 50 ml de
éter. Reuniram-se as fases organicas. A fase etérea foi extraida com solu¢ao aquosa de
NaHCO; a 10%, lavada com agua e seca sobre sulfato de sédio anidro, obtendo-se um 6leo
amarelado com p.e. 162 - 165 °C. O controlo do produto da reacgao foi efectuado por GC
(ver Apéndice-3).

Procedeu-se de modo analogo ao efectuado anteriormente para os restantes
ésteres derivados do acido octanodico, apenas alterando-se o alcool a utilizar e respectiva

concentracao:

Octanoato de hexadecilo

Usou-se 1.82 g (7.57 x 10° mole) de 1-hexadecanol (lcool cetilico). Obtendo-se no

final um 6leo amarelado com p.e. 38 - 40 °C (ver Apéndice-3).

Octanoato de octadecilo

Usou-se 2,03 g (7.57 x 10° mole) de 1-octadecanol (lcool estearilico). Obtendo-se

no final um sélido branco com p.f. 47 - 49 °C (ver Apéndice-3).
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Octanoato de nonadecilo

Usou-se 2,15 g (7.57 x 10 mole) de 1-nonadecanol. Obtendo-se no final um sélido

branco com p.f. 36 - 38 °C (ver Apéndice-3).

Octanoato de eicosanilo

Usou-se 2.26 g (7.57 x 10 mole) de 1-eicosanol (4lcool araquidico). Obtendo-se no

final um sélido branco com p.f. 35 - 37 °C (ver Apéndice-3).

Octanoato de docosanilo

Usou-se 2,47 g (7.57 x 10 mole) de 1-docosanol. Obtendo-se no final um sélido
branco com p.f. 35 - 40 °C (ver Apéndice-3).

Decanoato de dodecilo

A baldao de 50 ml adicionou-se 30 ml de benzeno (previamente destilado), 1.10 g
(6.38 x 10” mole) de 4cido caprico, 0.12 g (6.31 x 10™ mole) de 4acido p-toluenosulfénico e
1.41 g (7.56 x 10” mole) de 1-dodecanol. Colocou-se a mistura a refluxar em montagem
Dean-Stark durante 120 minutos. Findo este tempo destilou-se cerca de 15 ml de benzeno.
Ap6s arrefecimento da mistura reaccional adicionou-se cerca de 50 ml de éter dietilico e 50
ml de solucio de NaHCO; a 10%. Extraiu-se a fase aquosa com 2 x 50 ml de éter.
Reuniram-se as fases organicas. A fase etérea foi extraida com solu¢do aquosa de NaHCO,
a 10%, lavada com agua e seca sobre sulfato de sédio anidro, obtendo-se um dleo
ligeiramente amarelado com p.e. 112 - 114 °C. O controlo do produto da reacgio foi
efectuado por GC (ver Apéndice-3).

Procedeu-se de modo analogo ao efectuado anteriormente para os restantes
ésteres derivados do acido decanodico, apenas alterando-se o alcool a utilizar e respectiva

concentracao:
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Decanoato de tetradecilo

Usou-se 1.62 g (7.56 x 10° mole) de 1-tetradecanol. Obtendo-se um 6leo

ligeiramente amarelado com p.e. 128 - 131 °C (ver Apéndice-3).

Decanoato de hexadecilo

Usou-se 1.83 g (7.55 x 10” mole) de 1-hexadecanol. Obtendo-se um sélido branco
com p.f. 28 - 29 °C (ver Apéndice-3).

Decanoato de heptadecilo

Usou-se 1.94 g (7.56 x 10° mole) de 1-heptadecanol. Obtendo-se um sélido branco
com p.f. 34 - 36 °C (ver Apéndice-3).

Decanoato de octadecilo

Usou-se 2.04 g (7.56 x 10”° mole) de 1-octadecanol. Obtendo-se um sélido branco
com p.f. 32 - 35 °C (ver Apéndice-3).

Decanoato de eicosanilo

Usou-se 2.26 g (7.56 x 10 mole) de 1-eicosanol. Obtendo-se um sélido branco
com p.f. 36-40 °C (ver Apéndice-3).
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5.2.2 Outras Sinteses

Diazometano: O método utilizado foi o da N-metil-N-nitrosotolueno-p-

-1 441
sulfonamida.

Para tal dissolveu-se 2,14 g do composto em 30 ml de éter, arrefeceu-se a
solucdo em gelo e adicionou-se 0.4 g de hidréxido de potassio em 10 ml de etanol a 96%.
Tendo-se formado um precipitado, adicionou-se mais 10 ml de etanol para a sua dissolugao.
Destilou-se de seguida a solucgao etérea de diazometano entre 38 - 50 °C, tendo-se obtido 25

ml de solucio.

Diazoetano: O método utilizado foi o nitrosometilureia para a prepara¢ao do
diazometano*' utilizando-se propanamida, em vez da acetamida descrita, para a preparagao
da nitrosoetilureia.

O diazoetano foi preparado agitando-se a nitrosoetilureia a frio (2 g) com uma
mistura de solu¢ao de KOH aquoso 2 M (2 ml) e éter dietilico puro (20 ml). Destilou-se de

seguida a solucao etérea de diazoetano a ~50 °C.

5.2.3 Derivatizacgoes

Metilagao e Etilagao: estas derivatizacbes ocorrem a temperatura ambiente. A
cada amostra (~10 pg) transferida para 1%a/ (Pierce Chemical Co.) (frasco de derivatizagao de
fundo cénico) é adicionada uma quantidade minima de metanol seco (~75 pl). De seguida
adicionou-se (900 pl) de solucdo etérea de diazometano (para a metilagao) ou diazoetano
(no caso da etilagdao) até persisténcia de coloragao amarela. A mistura foi mantida a 4° C

durante a noite. Apds concentracao a ~200 ml, procedeu-se a analise por HRGC, e HRGC-
MS.

Trimetilsililacio**: Uma aliquota da amostra a derivatizar (~1 mg) foi transferida

para “screw-cap vial’ e o solvente evaporado sob ligeiro fluxo de azoto. O residuo foi
dissolvido em 100 pl de piridina seca, 500 pl HMDS, e 10 pl de TMCS. A solugao foi

aquecida a 50 °C durante 1 hora. Apods centrifugacao, foi usado 0,2 pl de sobrenadante para

cromatografia.
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5.3.0 Material

Os medronhos (Arbutus unedo 1..) foram colhidos no Lugar de Cepos, Arganil, em
Novembro de 1994. A chegada foram separados de acordo com o grau de maturagio,
moidos e liofilizados. Nos ensaios visando os compostos de pequena massa molecular e
baixo ponto de ebulicio (2.6.0) foram utilizados medronhos frescos provenientes do
mesmo local e colhidos em Novembro de 1997 ¢ Novembro de 1998. Em ambos os casos
os extractos correspondentes foram obtidos no proprio dia de molde a salvaguardar
inerentes alteragdes quer qualitativas quer quantitativas associadas aos processos de
conservacao. As folhas de Arbutus unedo utilizadas em 2.4.0 foram recolhidas no mesmo

local.
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5.4.0 Extracgoes e Fraccionamento

5.4.1 Extrac¢ao Global

Frutos maduros liofilizados (6 kg, equivalente a 15,8 kg de frutos frescos) de
Arbutus unedo, finamente divididos foram colocados em metanol: agua (1:1, 2 x 24 1), a
temperatura ambiente, com agitagdo mecanica (agitador de vidro) e ao abrigo da luz durante
72 h (ver esquema 5.4.0). Apos filtragdo, o solvente foi removido em evaporador rotativo a
temperatura nao superior a 50 °C. Ao residuo (670,6 g) dissolvido em agua, foi adicionada
solu¢iao aquosa de bicarbonato de potassio a 10% (KHCO;) até pH 8, seguida de extrac¢ao
com éter dietilico (10 x 200 ml). A fase aquosa (Aq.J) foi de seguida acidificada a pH~1
com uma solugao de HCl 1 M e extraida com éter dietilico (10 x 200 ml). A fase aquosa
desta segunda extracgao foi denominada fraccao I (F.I), sendo a frac¢do organica a fracgao
I (F.II). Apds remogdao dos solventes obtiveram-se 547 g e 18 g de fracgiao 1 e II,
respectivamente.

A fase etérea proveniente da primeira extrac¢io (Org.l) foi extraida com solugao
aquosa de K,CO; a 10% (5 x 100 ml) (pH~12). Apds separagao da fase organica seguiu-se a
extrac¢ao com solucao aquosa de hidroxido de sédio 1 M (4 x 50 ml). A fase aquosa (Aq.2)
foi acidificada a pH~1 com solugao aquosa de HCl 1 M, extraida com éter (5 x 100 ml),
lavada com agua e seca sobre sulfato de sédio anidro, obtendo-se aproximadamente 4 mg
de um extracto, denominado frac¢io 111 (F.IIT).

A fase organica separada (Org.2), foi extraida com NaOH 1 M (5 x 100 ml)
(pH~14), tendo-se obtido duas novas fases aquosa (Aq.J) e organica (Org.3).

A fase aquosa (Aq.3) foi entao acidificada a pH~1 com solu¢ao aquosa de HCI 1
M e, de seguida extraida com 8 x 100 ml de éter dietilico. Esta nova fase organica foi entdo
lavada com agua, e seca utilizando molecular sieves (4 A). O solvente foi removido em

evaporador rotativo, resultando 67 mg da fraccao IV (F.IV).
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Extracto Bruto (McOH:H:0, 1:1;481)
(6706 )

ale.
pH 8~9
ext. EO (10x200 ml)

Fase Aquosa (4¢.7) Fase Organica (Org.1)
ac. alc.
&0 (10x200m) pr=12
Fase Aquosa Fase Organica Fase Aquosa (Aq.2)  Fase Orginica (Org.2)
Fracgido I Fracgio 1I e
(479 (189 “ pH ~14
pH~1 extNaOH 1M
extEnO (5x100 ml) (5x100 ml)
Y
Fase Organica Fase Aquosa (4q.3) Fase Orgénica (Org.3)
Fracgao II1 ac.
~1
(3.8 mg) e B FC
ext. EnO :
(8x100 ml)
Y
Fase Orginica Fase Aquosa Fase Orginica
Fracgio IV Fracgao V Fracgao VI
(67 mg) (3,1 mg) (132 mg)

Esquema 5.4.0 Esquema de sub-fraccionamento por solventes utilizado nos medronhos
a partir do extracto bruto (metanol: agua, 1:1).

A fase organica anterior (Org.3) foi novamente extraida com 6 x 50 ml de solu¢ao
aquosa de HCl 1 M (pH~1). Desta ultima fase organica, apds lavagem com agua, secagem e
remogao do solvente obteve-se um residuo de 132 mg que denominamos fracgao VI,
(F.VI). A fraccdo aquosa foi alcalinizada, com solu¢do de NaOH 1 M e, apos secagem,
obtiveram-se aproximadamente 3 mg de residuo seco. Este sub-extracto foi denominado
fraccao V (F.V).

Todas as frac¢des foram controladas por TLC utilizando reveladores universal e
especificos de acordo com a funcionalidade quimica prevista nas diferentes fracgoes
obtidas. Os reveladores utilizados foram: 4cido sulfdrico: metanol (1:1) (reagente n°241°"),
em todas as fraccdes; fraccdes 11 e II1: reagente n°26,”" verde de bromocresol + azul de
bromocresol + permanganato de potassio, reagente n°127,7" glucose + anilina, e ainda o
reagente n°62,”"” solucio metandlica de 2,6-dibromoquinonacloroimida; fraccdes 1 e V:

reagente n°97," reagente Dragendorff, reagente n°178,”" ninidrina e reagente n°11,”"; fraccio
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VI: reagente n°262,”" vanilina + 4cido sulfdrico, reagente n°82,”"” 2,4-dinitrofenil-hidrazina;

fracgio IV: reagente n°62.>"

Do fraccionamento por solventes e, confirmados pelos resultados obtidos na

revelagao quimica utilizada em TLC, as seis fraccdes definiram-se do seguinte modo:

Fracgao Compostos Compostos provaveis
I Muito polares Acucares, aminodcidos, alcaldides, etc.
(fraccdo nio estudada)
II Acidos fortes Acidos carboxilicos
III Acidos Acidos (fraccio vestigial)
v * Fendis
Vv - Basicos
VI Neutros Hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas,
alcodis, diferentes tipos de ésteres,
triterpendides
* - Apenas nas folhas foram encontrados atbutina, metilarbutina, hidroquinona e metil-
hidroquinona.

5.4.2 Extracc¢ao Direccionada a
Triterpendides

Os medronhos liofilizados (750 g, equivalente a 2 kg de frutos frescos), finamente
divididos foram colocados em acetona-agua (7:3, 12 1), ao abrigo da luz durante 48 h. Apds
filtragao, o solvente foi removido em evaporador rotativo a temperatura nao superior a 50
°C. O residuo dissolvido em quantidade minima de agua, foi extraido com éter dietilico (25
x 300 ml, 7,5 I). A fase etérea foi lavada com agua, seca sobre sulfato de magnésio e, apds
remogao do solvente em evaporador rotativo, resultaram 15,39 g de residuo seco. O residuo
foi separado utilizando-se para o efeito uma coluna de vidro (120 x 7 cm), com silica-gel 70-
230 mesh (1200 g),com #-hexano (4,8 I), hexano-tolueno (1:1; 4 1), éter dietilico (5 1),
metanol (3,5 1) e agua (5 l)). Foram recolhidas frac¢des de aproximadamente 5 ml e

submetidas a cromatografia em camada delgada (TLC) para verificagdo de homogeneidade e
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separagao. As frac¢oes idénticas foram reunidas, tendo a separagdo resultado em trés
diferentes sub-fraccoes (1, 2 e 3).

A fraccio 1 (1.26 g), verificou-se ser constituida fundamentalmente por ésteres
metilicos e etilicos de acidos carboxilicos de cadeia comprida, sendo o estearato de metilo o
componente dominante desta frac¢io, contendo também na sua composicao
hidrocarbonetos, entre eles um hidrocarboneto esteroidico o 5a-colestano (2.2.4-7). A sua
identificacdo foi confirmada com padrao (Apéndice-1).

A sub-fraccao maioritaria, fraccdo 2 (4,15 g), mostrou ter maior complexidade,
tendo sido posteriormente submetida a separagao em coluna de silica-gel, utilizando-se
hexano, éter dietilico e metanol como eluentes. Foram recolhidas novas sub-fraccoes de
aproximadamente 5 ml e submetidas a TLC para verificagago de homogenecidade e
separagao. As frac¢oes idénticas, tal como anteriormente, foram reunidas e concentradas em
evaporador rotativo a volume minimo, originando quatro novas sub-fracgoes, 2A (980 mg),
2B (7,12 mg), 2C (3,12 ¢) ¢ 2D (5,07 mg).

A analise por HPLC-MS da fracgiao 2A, mostrou ser esta constituida por duas séries
de seis ésteres longos de acidos carboxilicos, os ésteres em C14, C16, C18, C19, C20 e C22 do
acido octandico e os ésteres em C12, C14, C16, C17, C18 e C20 do acido decandico
(compostos 2.2.2-1 a 2.2.2-12). Os doze compostos foram confirmados por comparagiao
com amostras auténticas obtidas por sintese (ver 5.2.1) (Apéndice-3).

A analise por HRGC-MS da sub-fracgio 2B mostrou ser esta fracgao uma mistura
de dois triterpenos pentaciclicos lupeona e a-amirona (2.2.3-1 e 2.2.3-2) e quatro esterdides
estigmasterol, colesterol, estigmastenona e colestanona (2.2.4-2 a 2.2.4-5). Com excepgao da
o-amirona, as suas estruturas foram confirmadas por comparagao com padrdes (Apéndice-
1).

Da analise por HRGC-MS da frac¢ao 2C (3,12 g), verificou-se ser esta constituida
por hidroxitriterpendides e um hidréxi-esterdide. Esta fraccdo foi posteriormente submetida
a separa¢do em coluna com 200 g de alumina neutra desactivada (3% »/w em 4gua) (coluna
de vidro 100 x 3,3 cm) utilizando-se hexano, éter dietilico e metanol como eluentes.
Obtiveram-se duas sub-frac¢oes: 2CA (2,1 g) constituida pela mistura dos isémeros
triterpénicos o-amirina, [-amirina e lupeol e ainda de o diol olean-12-en-3f3,23-diol

(compostos 2.2.3-3 a 2.2.3-5 e 2.2.3-8, respectivamente). As suas identificagdes foram
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confirmadas com padroes (Apéndice-1).; 2CB (180 mg) mostrou ser constituida por -
Sitosterol puro (2.2.4-6). A sua identificagao foi confirmada com padrio (Apéndice-1).

A analise por HPLC-MS da sub-fraccao 2D mostrou ser a sua composi¢cio uma
mistura de trés triterpenos pentaciclicos aldeido ursélico, ai-amirenonol e uvaol (compostos
2.2.3-6, 2.2.3-7 ¢ 2.2.3-9, respectivamente) (Apéndice-1).

Da analise da fraccao 3 (36 mg) por HPLC-PBMS, verificou-se conter dois acidos
triterpénicos pentaciclicos: o acido ursolico (22 mg) e o acido oleanodlico (13 mg) (2.2.3-710 e
2.2.3-17). O recurso a TLC preparativa permitiu a separagao destes dois isomeros (Silica gel,
eluente (Tolueno: acetona: acido acético (100: 3: 0,7)). As suas identificagdes foram
confirmadas com padroes (Apéndice-1).

E de salientar a clevada quantidade destes dois compostos no medronho.

5.4.3 Extraccao Direccionada a
Compostos Glicosados

A partir da fraccdo I (F.I) (proveniente da extracgao global (2.1.0) dos frutos)
fraccdo correspondente a compostos muito polares, efectuou-se uma extrac¢ao
direccionada a compostos glicosados. Para o efeito uma parte desta fraccao (40 g) foi
retomada com 4gua (500 ml). Seguiu-se a extrac¢do com acetato de etilo (4 x 250 ml). As
fases organicas foram reunidas, lavadas com agua e secas sob CaCl, anidro. Desta extrac¢ao
nao foi obtido qualquer residuo.

De modo a confirmar o resultado obtido, extrairam-se 500 g de folhas de
medronheiro (provenientes das mesmas plantas onde foram recolhidos os frutos). Estas
foram extraidas com metanol a 75% (500 ml) refluxando a mistura durante 30 minutos. O
filtrado foi arrefecido e concentrado a 120 ml adicionando-se 400 ml de 4gua. Seguiu-se a
extrac¢ao com acetato de etilo (4 x 250 ml). As fases organicas foram reunidas, lavadas com
agua e secas sob CaCl, anidro. O residuo foi dissolvido em MeOH. A frac¢ao foi controlada
por TLC (placas de silica RP-18, cluente acetato de etilo: agua (7:3)) e simultaneamente
utilizado reveladores especificos de acordo a natureza das fracgdes esperadas. Os
reveladores utilizados foram: 4cido sulfirico: metanol (1:1) (reagente n°241°"%); solugio de

cloreto de ferro (I11) - hexacianoferrato de potassio (reagente Berlin Blue) (reagente N°5,'") e
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solugio de mercirio em 4cido nitrico fumante (reagente de Millons) (reagente N°26,'™)
(indicados para arbutina, metilarbutina, hidroquinona e metil-hidroquinona). Os compostos
foram isolados e identificados por comparagio com padrdes. A quantificacio destes
compostos foi efectuada por HPLC-RI (coluna de I. = 250 mm, d.i. = 4 mm empacotada
com Lichrosorb RP-18 Select B®, d; = 5 um (E. Merck, Darmstadt, Alemanha), eluente
acetato de etiloo HCOOH: agua (88: 6: 6)) utilizando-se o resorcinol (1,3-benzenodiol)
como padrao interno. Para o efeito usaram-se as areas percentuais relativas. Os resultados
obtidos (valores petcentuais (w/w) relativamente a planta seca), para as folhas de
medronheiro foram: arbutina 6%, metilarbutina 2,6%, hidroquinona 0,38% e metil-

hidroquinona 0,07% (Apéndice-3).

5.4.4 Extracg¢ao Direccionada a
Compostos Basicos

O extracto global (metanol:agua, 1:1) dos medronhos, foi fraccionado de acordo
com o esquema e extracgao por solventes (ver 5.4.1). Foram obtidas seis frac¢oes. A fracgao
V (F.V), segundo o referido esquema deveria corresponder aos compostos com caracter
basico. No entanto nao foi obtido qualquer vestigio organico nesta fracgao (inferior a 3 mg).
De modo a confirmar este resultado nulo, foi efectuada uma extrac¢ao especialmente
dirigida a compostos basicos.

Para o efeito a 200 g de frutos liofilizados (equivalente a 550 g de medronhos
frescos) adicionou-se 200 ml de solucao de NH,OH a 10%. Extraiu-se durante 15 minutos
com 100 ml de metanol a 60 °C. O filtrado foi arrefecido e concentrado a 1,5 ml.

O residuo obtido foi analisado por TLC em placas de silica-gel com indicador de
fluorescéncia em diferentes sistemas de eluicdo (eluentes tolueno: acetato de etilo:
dietilamina (70: 20: 10), acetato de etilo: metanol: agua (100: 13,5: 10), benzeno: etanol (9:1),
CHCl,: acetona: dietilamina (5: 4: 1)), tendo sido reveladas sob UV 254 ¢ 366 nm bem como
utilizados reveladores especificos de acordo a natureza esperada da fraccao obtida. Os
reveladores utilizados foram: acido sulfirico: metanol (1:1) (reagente n°241°"%) e reagente de
Dragendorff (reagente N°97,”"). Destas analises nio se obtiveram quaisquer resultados

positivos.
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5.4.5 Extrac¢io de Compostos de
Pequena Massa Molecular e Baixo
Ponto de Ebuli¢ao

Para as extrac¢oes continuas dos compostos de pequena massa molecular e baixo

ponto de ebuli¢io foi utilizado o extractor modificado de ILikens-Nickerson'>>'*

(figura
5.4.0, B) com os frutos dos anos de 1997 e com os de 1998, usando-se em cada montagem
300 g de frutos maduros frescos. As amostras, colhidas no préoprio dia, foram cobertas
com agua Milli-Q. Em cada montagem, ao balao conectado ao 2° brago, foi adicionado

n-Pentano redestilado.
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Figura 5.4.0 Extractores continuos de Clevenger (A)*3 ¢ de Likens-
Nickerson (B).192

As extracgdes prolongaram-se por um periodo de 3 horas; o extracto foi seco

(sulfato de sédio anidro), e o volume reduzido a cerca de 100 pl com concentrador
evaporador de Kuwderna-Danish com fluxo de N,. Seguiu-se de imediato a analise dos
extractos por GC e GC-MS.

Para afericaio do rendimento do processo extractivo e, de acordo com a
Farmacopeia Europeia (1997), utilizou-se o extractor continuo de Clevenger™ (figura 5.4.0,
A), procedendo-se de modo analogo ao efectuado anteriormente mas utilizando-se neste
caso 450 g de frutos. O rendimento obtido para os dois anos em analise (1997 e 1998) foi

muito reduzido, < 0,05 % (w/w).
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NOTA

Dos resultados apresentados nesta tese foram até aqui publicados:

Elvira M.S.M. Gaspar, H.J. Chaves das Neves, J.P. Noronha, “Application of PB-HPI.C-
MS 1o the Identification of Unknown Components in Triterpenoid Fraction of Arbutus unedo Fruits”,
in Sandra, P. (Editor): Proceedings of the 18" International Symposium on Capillary

Chromatography, Riva del Garda, Italy, May 20-24, 1996.

Elvira M.S.M. Gaspar, H.J. Chaves das Neves, J.P. Noronha, “Application of PB-HPI.C-
MS 1o the Identification of Unknown Components in Triterpenoid Fraction of Arbutus unedo Fruits”,
. High Resol. Chromatogr., 1997, 20, 417.

Elvira M.S.M. Gaspar, H.J. Chaves das Neves, J.P. Noronha, “Hyphenation of HPLC to
MS Through a Particle Beam Interface in the Detection of Unknown Triterpenes”, 2° Encontro

Nacional de Espectrometria de Massa, 1-3 de Setembro, Museu da Agua, Lisboa, 1997.

J.P. Noronha, Elvira M.S.M. Gaspar, H.]. Chaves das Neves, “Chemical Study of Secondary
Metabolites from Arbutus unedo Fruits”, Encontro ReQuimte, C.Q.F.B.-C.E.Q.U.P., 5-6 de
Fevereiro, FCUP, Porto, 1999.

J.P. Noronha, Elvira M.S.M. Gaspar, H.J. Chaves das Neves, “Estudo Quimico dos
Metabolitos  Secunddrios dos Frutos de Arbutus wunedo”, 4° Encontro de Quimica dos

Alimentos, 1-4 de Junho, FCUC, Coimbra, 1999.
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Espectro de massa da Lupeona (2.2.3-7).
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HEspectro de massa da a-Amirona (2.2.3-2).
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Composto - 2.2.3-3 a-Amirina— C, ) H, O =426
Urs-12-en-33-ol
p.f. °C) 184-187 (acetona:metanol (1:2))
[a]o +82,5° (c=1, CHCl3), T = 20 °C
CHCl . 11, 2918.6, 2850, 1735.
IV VY em ) 3411, 2918.6, 2850, 1735.9

(KBr, 3600-3200, 1638, 1450, 1380)

MS m/z (int.rel.%) 426[M*](19), 411(4), 408(15), 393(2), 218(100), 207(4), 205(5), 204(6), 203(24),
189(29), 175(13), 161(14), 147(21), 135(32), 122(48), 109(42), 95(63), 81(35),
69(34), 67(15), 55(31)

1 0.790 (3H, 4, ] = 6 Hz, H-29), 0.793 (3H, s, H-24), 0.799 (3H, s, H-28), 0.910
H-NMR (CDCl) &
( ) O (ppm) (3H, br s, ]<5 Hz, H-30), 0.954 (3H, s, H-25), 0.998 (3H, 5, H-23), 1.008 (3H, s,
H-26), 1.070 (3H, s, H-27), 3.320 (1H, ¢, ] = 10 Hz, ] = 6 Hz, H-3a), 5.130
(1H, 4, ] = 4 Hz, H-12)

13 C-1 (38.82), C-2 (27.28), C-3 (78.90), C-4 (38.71), C-5 (55.26), C-6 (18.33), C-7
C-NMR (CDCl;) 8 (ppm) (33.12), C-8 (39.91), C-9 (47.90), C-10 (36.91), C-11 (23.32), C-12 (124.31), C-
13 (139.52), C-14 (42.24), C-15 (26.54), C-16 (28.2), C-17 (33.83), C-18 (59.02),

C-19 (39.53), C-20 (39.60), C-21 (31.32), C-22 (41.63), C-23 (28.04), C-24

(15.81), C-25 (15.81), C-26 (16.92), C-27 (23.34), C-28 (28.71), C-29 (17.42), C-

30 (21.33)
i 218
%
A {
% 9 10 e 19
§ @A 125
\
i L a7 |20 - W an wm By
0 2 st e N 15" 54 ;
= M miz

@@ 100 120 140 1@ 180 200 20 2«0 MW W W I M W W 4N 4

Espectro de massa da a-Amirina (2.2.3-3).

Espectro de 'H-NMR da o-Amirina (2.2.3-3).
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Espectro de PC-NMR da o-Amirina (2.2.3-3).

Composto - 2.2.3-4

PB-Amirina - C,;H.,O (M=420)

olean-12-en-3B-ol

£ (°C)
[al
v VCHC%méX' (cm™)
MS m/z (int.rel.%)

"H-NMR (CDCl5) & (ppm)

PC-NMR (CDCL) 8 (ppm)

195 - 197
+ 88,0° (c=1, CHCl3), T = 20 °C
3435, 2927, 1687

426[M+](9), 411(3), 408(19), 218(100), 207(7), 205(15), 204(12), 203(29),
191(8), 189(12), 175(8), 161(5), 147(8), 135(13), 133(13), 123(10), 121(10),
109(21), 107(19), 95(35), 81(32), 69(26), 57(11), 55(27)

0.788 (3H, s, H-24), 0.826 (3H, 5, H-28), 0.866 (6H, s, H-29, H-30), 0.932 (3H,
5, H-25), 0.960 (3H, s, H-23), 0.992 (3H, 5, H-26), 1.128 (3H, 5, H-27), 3.220
(1H, m, H-300), 5.185 (1H, 4 ] = 4 Hz, H-12)

C-1 (38.74), C-2 (27.33), C-3 (78.93), C-4 (38.83), C-5 (55.28), C-6 (18.38), C-7
(32.68), C-8 (38.83), C-9 (47.90), C-10 (36.88), C-11 (23.63), C-12 (121.78), C-
13 (145.19), C-14 (41.82), C-15 (26.15), C-16 (27.08), C-17 (32.68), C-18
(47.32), C-19 (46.86), C-20 (31.12), C-21 (34.83), C-22 (38.01), C-23 (28.32), C-
24 (15.64), C-25 (15.64), C-26 (17.04), C-27 (26.15), C-28 (28.32), C-29 (33.28),
C-30 (23.63)
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Espectro de massa da B-Amirina (2.2.3-4).

Espectro de 'H-NMR da [-Amirina (2.2.3-4).
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Espectro de 3C-NMR da -Amirina (2.2.3-4).

Composto - 2.2.3-5 Lupeol - C;H;,O  v=426)
p
Lup-20(29)-en-3B-ol
p.f. O 211 — 214 (CHCl;-MeOH)
[a]o +27° (=5, CHCly), T = 20 °C
CHCI i i 1
IV VS em) 3610, 3370, 3080, 1630, 1645, 1383 (dimetilo geminal) 1032
(OH), 883 (metileno terminal), 880
MS m/z (int.rel.%) 426(M*)(15), 411(6), 408(15), 365(4), 297(14), 229(8), 218(35), 207(56),

205(11), 189(44), 175(12), 161(11), 149(12), 135(30), 121(58), 109(79), 95(100),
81(72), 69(53), 57(22), 55(48)

1y 0.788 (3H, §), 0.796 (3H, s), 0.825 (3H, ), 0.949 (3H, ), 0.983 (3H, ), 1.026

H-NMR (CDCt;) 5 (ppm) (3H, §), 1.676 (3H, 5, C=C-Me), 2.331 (1H, ddd, J=11.0, 11.0, 5.4 Hz, Cio-H),
3.190 (1H, dd, J=10.0, 5.8 Hz, Cs,-H), 4.562, 4.680 (cada 1H, br 5, -C=CH,, H-
29, H-29)

13 C-1 (38.71), C-2 (27.42), C-3 (78.92), C-4 (38.84), C-5 (55.30), C-6 (18.31), C-7
C-NMR (CDCL) 6 (ppm) (34.28), C-8 (40.83), C-9 (50.44), C-10 (37.16), C-11 (20.92), C-12 (25.14), C-13
(38.05), C-14 (42.82), C-15 (27.42), C-16 (35.58), C-17 (42.98), C-18 (48.30), C-
19 (47.97), C-20 (150.92), C-21 (29.84), C-22 (39.99), C-23 (27.98), C-24
(15.35), C-25 (16.10), C-26 (15.97), C-27 (14.54), C-28 (17.99), C-29 (109.31),

C-30 (19.30)
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Espectro de massa do Lupeol (2.2.3-5).

TS — ——

Espectro de 'H-NMR do Lupeol (2.2.3-5).
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Espectro de 3C-NMR do Lupeol (2.2.3-5).
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Espectro de massa do Aldeido Utrsélico, (2.2.3-6).
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Espectro de massa do a-Amirenonol (2.2.3-7).
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Composto - 2.2.3-8 Olean-12-en-3f,23-diol - C;\H, O, M=442)
p.f. O 247 - 251
AR (cm) 3600-3100, 2918.6, 2850, 1635.9, 1258.9, 800
MS m/z (int.rel.%) 442[M+](0.3), 424[M*+-18] (1), 409[M*-15-18] (2), 408(1), 389(1), 355(0.5),

M
313(2), 285(2), 271(2), 257(5), 243(3), 231(3), 229(4), 223(<1), 218(64),
205(34), 203(66), 189(41), 175(9), 161(13), 149(14), 147(28), 135(47), 121(60),
119(61), 109(100), 107(84), 95(87), 93(63), 81(67), 69(56), 55(57)

1 0.828 (3H, s, H-28), 0.868 (3H, s, H-25), 0.868 (3H, s, H-29), 0.868 (3H, s, H-
-NMR 1
H-N (CDCL) 8 (ppm) 30, 0.943 (3H, s, H-26), 1.134 (3H, s, H-27), 1.236 (3H, s, H-24), 3.197 (1H, s,
br, H-23), 3.491 (1H, s, b, H-300), 3.656 (1H, s, br, H-23"), 5183 (1H, t, ] = 4
Hz, H-12),

13 C-1 (38.73), C-2 (27.44), C-3 (79.02), C-4 (42.84), C-5 (55.32), C-6 (18.33), C-7
C-NMR (CDCL) & (ppm) (32.8(0), cA)s (38.7(3), c?9 (48.3(2), c?lo (37(.18), 3411 (2(3.60),)012 5121.62%), C-
13 (145.24), C-14 (41.84), C-15 (2621), C-16 (27.44), C-17 (32.52), C-18

(47.99), C-19 (47.99), C-20 (29.86), C-21 (34.80), C-22 (37.18), C-23 (71.72), C-

24 (23.60), C-25 (15.36), C-26 (16.11), C-27 (25.17), C-28 (28.00), C-29 (34.80),

C-30 (23.72)
DIOLT 04T (AT acan k-
106 L W7 Ve
] ®
31 95
1 an
1% & o 12 424 2
ol s
%
&7
41 N o o)

=3

L& | # 47 &
( ] ‘I ' Wi i 1 W owewr W W
] / " %Y w
|}.n||j. “I l 1 |] Ill |l| N A ]l llLllanllmul us. ulh.llf'n T T TR LT (U Mz
k. ) & Ih oA I i 3 3 ) d 4 ¢4

Espectro de massa do Olean-12-en-33,23-diol (2.2.3-8).
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e

Espectro de 'TH-NMR Olean-12-en-38,23-diol (2.2.3-8).

l V.wa(w, q.l_uw\ 'm.wu‘"wﬁ"‘“

g |
J,'\“\-pw,\IMU‘M’»“NMMJWJMMIMVr‘p'\wﬂl\'wﬂ'*
Espectro de 3C-NMR do Olean-12-en-3f3,23-diol (2.2.3-8).
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Espectro de massa do Urs-12-en-33,28-diol (Uvaol, 2.2.3-9).
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Composto - 2.2.3-10

Acido Ursolico - C,\H,;O; =456
Acido 3B-Hidroxi-urs-12-en-28-6ico

p.f. (°C)
[a]o

IV VC] ICI%
MS m/z (int.rel.%)

(em™)

max.

"H-NMR 8 (ppm)

283 - 287
+ 65° (c=1, EtOH), T = 20 °C
3600 - 3200 (3434), 2926, 1693, 1645, 1450, 1384

456[M+](4), 438,(1), 436(1), 423(1), 392(3), 377(2), 351(1), 301(1), 249(31),
248(100), 233(6), 219(17), 207(43), 203(69), 189(29), 175(18), 161(13), 147(18),
133(81), 121(30), 119(51), 105(75), 95(64), 81(53), 69(48), 55(79)

0.78, 0.82, 0.91, 0.96 ¢ 1.07 (3H cada), 0.86 ¢ 0.94 (3H cada, d, ] = 7.0 Hz),
2.19 (1H, m, Cig-H), 3.20 (1H, dd, ] = 7.0, 8.5 Hz, Cs,-H), 5.42 (1H, t, ] = 3.5
HZ, C12—H)

C-1 (38.86), C-2 (23.59), C-3 (79.08), C-4 (39.56), C-5 (52.72), C-6 (18.33), C-7
(33.01), C-8 (39.08), C-9 (47.62), C-10 (36.72), C-11 (23.59), C-12 (127.08), C-
13 (13842), C-14 (42.04), C-15 (29.68), C-16 (23.33), C-17 (47.96), C-18
(55.29), C-19 (30.64), C-20 (30.46), C-21 (27.26), C-22 (37.04), C-23 (23.33), C-
24 (16.97), C-25 (16.97), C-26 (15.58), C-27 (24.19), C-28 (176.08), C-29
(21.14), C-30 (23.67)
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Espectro de massa do Acido Ursélico (2.2.3-70).
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Espectro de tH-NMR do Acido Ursélico (2.2.3-10).
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Espectro de 3C-NMR do Acido Ursélico (2.2.3-10).

Composto - 2.2.3-11 Acido Oleandlico - C,)H,,0, =150
Acido 3B-Hidroxi-olean-12-en-28-6ico
p-£. (O 305 — 308
[ +82.3° (¢=0.6, CHCly), T = 20 °C
v VCHC13 s (cm'1) 3600 — 3200(3435), 29206, 1705, 1687, 1457
MS m/z (int.rel.%) 456[M+](4), 438,(1), 423(1), 392(3), 377(2), 351(1), 301(1), 249(30), 248(100),

233(7), 219(30), 207(30), 203(74), 189(28), 175(18), 161(13), 147(18), 133(54),
121(30), 119(46), 105(67), 95(59), 81(48), 69(47), 55(74)

1y 0.74, 0.76, 0.89, 0.90, 0.92, 0.98 ¢ 1.15 (3H cada), 2.80 (1H, dd, ] = 13.8, 4.2 Hz, Cis-H),
H-NMR 8 (ppm) 3.24 (1H, dd, ] = 7.0, 9.0 Hz, Cse-H), 521 (1H, t, ] = 3.3 Hz, Ci2-H)
BCNMR § (ppm) C-1 (38.52), C-2 (27.29), C-3 (79.07), C-4 (38.67), C-5 (55.31), C-6 (18.34), C-7

(32.65), C-8 (39.33), C-9 (47.63), C-10 (37.05), C-11 (23.82), C-12 (122.82), C-
13 (145.05), C-14 (42.07), C-15 (27.67), C-16 (23.33), C-17 (46.63), C-18
(41.27), C-19 (45.82), C-20 (30.65), C-21 (33.82), C-22 (32.35), C-23 (28.08), C-
24 (15.57), C-25 (1533), C-26 (16.97), C-27 (26.08), C-28 (181.07), C-29
(32.65), C-30 (23.82)

1004 248
55 203
105
8 |07 133
81 03 /
% - 69\ 11a
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121 207
o3 / 18 |v
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Espectro de massa do Acido Oleandlico (2.2.3-11).
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y
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Espectro de 'TH-NMR do Acido Oleandlico (2.2.3-11).
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¥

Espectro de 3C-NMR do Acido Oleanélico (2.2.3-17).
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Triterpenos Tetraciclicos
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Espectro de massa do 5a-Colestano (2.2.4-1).
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Espectro de massa da Colestan-3-ona (2.2.4-2).
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Espectro de massa do Colest-5-en-33-ol (2.2.4-3).
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Espectro de massa do Estigmasterol (2.2.4-4).
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Espectro de massa da Estigmast-4-en-3-ona (2.2.4-5).

Composto - 2.2.4-6

B-Sitosterol - C,,H.,O  (M=414)

Estigmast-5-en-3f3-ol

p.f. )
[a]s
IV V&8

(em™)

max.

MS m/z (int.rel.%)

"H-NMR (CDCl5) & (ppm)

PC-NMR (CDCL) 8 (ppm)

135 — 138 (McOH)
-34.5° (c=1, CHCly), T = 22 °C

3550 - 3250 (OH), 2934, 2825, 1632, 1465, 1384, 1377, 1367, 1058, 1042,
840, 800.

414[M+](32), 399(10), 396(21), 381(12), 329(21), 309(15), 303(15), 275(8),
273(19), 255(41), 231(22), 213(43), 163(23), 161(27), 159(26), 145(35),
107(100), 105(91), 95(95), 93(73), 91(84), 81(86), 69(54), 57(68), 55(84)

0.681 (3H, 5, H-18), 0.806 (3H, 4, H-27), 0.827 (3H, 4, H-206), 0.845 (3H, s, br
H-29), 0.930 (3H, 4, H-21), 1.009 (3H, 5, H-19), 3.524 (1H, =, H-3), 5.345
(1H, m, H-6);

C-1 (37.11), C-2 (31.50), C-3 (71.73), C-4 (42.17), C-5 (140.85), C-6 (121.75),
C-7 (31.75), C-8 (56.01), C-9 (50.02), C-10 (36.35), C-11 (20.01), C-12 (39.64),
C-13 (42.17), C-14 (56.67), C-15 (24.12), C-16 (27.92), C-17 (55.96), C-18
(11.65), C-19 (19.20), C-20 (35.99), C-21 (18.84), C-22 (33.79), C-23 (25.92),
C-24 (45.71), C-25 (30.05), C-26 (16.62), C-27 (18.58), C-28 (22.89), C-29
(11.65)
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Espectro de massa do B-Sitosterol (2.2.4-6).
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Espectro de 'H-NMR do B-Sitosterol (2.2.4-6).
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Espectro de 3C-NMR do B-Sitosterol (2.2.4-6).
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APENDICE - 2A

COMPOSTOS DE PEQUENA MASSA MOLECULAR E
BAIXO PONTO DE EBULICAO

2-FURFURAL
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LIMONENO

Conment: DB-1 30 METROS 8.25 HMICRON, 45-3/MIN-175- %gégIN-380(15HIN)
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APENDICE - 2B
COMPOSTOS DE PEQUENA MASSA MOLECULAR E BAIXO
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Espectro de massa (ITD) do Limoneno
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Espectro de massa (ITD) do p-Ment-1-eno
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Espectro de massa (ITD) do Naftaleno
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Espectro de massa (ITD) do #-Octanol
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Espectro de massa (ITD) do cs-B-Terpineol
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Espectro de massa (ITD) da 2-Undecanona
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Espectro de 'H-NMR do Octanoato de Tetradecilo (2.2.2-2).
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Espectro de 3C-NMR do Octanoato de Tetradecilo (2.2.2-2).

Composto - 2.2.2-4

Octanoato de hexadecilo - C,,H 0, =368

pf. O
n'p
IV VY em )
MS m/z (int.rel.%)

BC_NMR (CDCl3) 8 (ppm)

38— 40
1.4460 (23° C)
2952.6, 2922, 2853, 1739, 1464.4, 1167.8

368[M*](1.3), 269(2), 241(0.5), 219(0.3), 213(0.4), 207(0.8), 201(0.3), 196(4),
189(0.6), 173(7), 168(2), 163(0.5), 161(0.7), 155(2), 149(3), 146(5), 145(54),
144(10), 143(1), 139(3), 129(3), 127(13) 125(10), 111(16), 97(27), 87(4),
83(40), 73(10), 71(35), 69(59), 61(11), 57(100), 55(74)

1-CH5(14.17); 2-CH,(23.24); 3-CH, (22.5)4-CH, (29.50); 5-CHa(31.6); 6-
CH,(29.3); 7-CH,(34.76); 8-C(174.0); 9-CH(64.0); 10-CH2(29); 11-CH,(28.78);
12-CH3(29.10); 13-CH,(28.37); 14-CH2(28.58); 15-CH,(28.36); 16-CH1(28.48);
17-CH3(29.5); 18-CH,(29.19); 19-CH2(29.36); 20-CH,(29.38); 21-CH»(29.38);
22-CH(31.89); 23-CH1(22.69); 24-CH5(14.08);
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Composto — 2.2.2-6

Octanoato de octadecilo - C,;H,,0, =39

p.f. (°C)
IV VKBr max. (Cmil>
MS m/z (int.rel.%)

PC-NMR (CDCL) & (ppm)

47-49
2953, 2920.5, 2850.7, 1738.6, 1465.5, 1176.5

396[M*1(1.6), 353(0,3), 297(2), 252(3), 225(0.4), 224(2), 218(0.6), 213(0.2),
207(0.7), 201(0.6), 196(0.7), 189(1), 173(5), 168(2), 163(0.7), 161(1), 155(2),
146(6), 145(68), 144(14), 143(1), 139(4), 129(2), 127(12) 125(10), 111(20),
97(30), 87(4), 83(39), 73(10), 71(36), 69(59), 61(10), 57(100), 55(73)

1-CH;(14.18); 2-CH,(23.25); 3-CH, (22.6)4-CH, (29.51); 5-CH,(31.65); 6-
CH,(29.25); 7-CH,(34.77); 8-C(173.98); 9-CH,(63.9); 10-CH»(29); 11-
CH,(28.81); 12-CH,(28.92); 13-CH,(28.42); 14-CH,(28.56); 15-CH,(28.34);
16-CH»(28.50); 17-CH»(29.51); 18-CH,(29.21); 19-CH»(29.05); 20-CH1(29.03);
21-CH,(29.35); 22-CH,(29.35); 23-CH,(22.68); 24-CH,(31.88); 25-CH,(29.35);
26-CH;(14.09);

Composto - 2.2.2-8

Octanoato de nonadecilo - C,,H;,O,  M=410)

p.f. °C)
TV Vi i, (€mh)
MS m/z (int.rel.%)

PC-NMR (CDCL) 8 (ppm)

36— 38
2918.8, 2856, 1743.8, 1475, 1175

410[M+](0.23), 341(0.7), 241(1.4), 219(0.4), 213(0.5), 207(0.5), 201(0.33),
196(9), 189(0.6), 173(7), 168(5), 163(0.5), 161(0.7), 155(2), 146(1.4), 145(47),
144(8), 143(1), 139(2), 129(3), 127(12) 125(8), 111(15), 97(26), 87(4), 83(36),
73(10), 71(33), 69(53), 61(13), 57(100), 55(72)

1-CH(14.16); 2-CH,(23.26); 3-CH, (22.6)4-CH, (29.51); 5-CHa(31.7); 6-
CH,(29.2); 7-CH,(34.75); 8-C(173.99); 9-CH,(63.9); 10-CH,(29); 11-CH1(28.9);
12-CH,(28.8); 13-CH1(28.4); 14-CH,(28.55); 15-CH,(28.33); 16-CH(28.5); 17-
CH,(29.5); 18-CH,(29.2); 19-CH,(28.9); 20-CH,(29.05); 21-CH,(29); 22-
CH,(29.34); 23-CH,(31.89); 24-CH,(29.34); 25-CH,(29.34); 26-CH,(22.69); 27-
CH;(14.07);

Composto — 2.2.2-10

Octanoato de eicosanilo - C,;H.,O, M=424)

p.f. CO)
IV VR (em)
MS m/z (int.rel.%)

BC-NMR (CDCl) § (ppm)

35-37
2956, 2917.9, 2848.5, 1738, 1179, 1466.5

424[M+](<1), 369(0.8), 269(2), 241(0.3), 218(0.6), 213(0.6), 207(1), 196(4),
189(1), 173(8), 168(2), 161(1), 155(2), 146(4), 145(49), 144(10), 143(2),
139(3), 129(3), 127(12) 125(9), 111(18), 97(29), 87(4), 83(39), 73(9), 71(35),
69(56), 61(11), 57(100), 55(70)

1-CH5(14.16); 2-CH»(23.26); 3-CH, (22.6)4-CH, (29.51); 5-CHa(31.7); 6-
CHy(29.2); 7-CH,(34.75); 8-C(173.99); 9-CH»(63.9); 10-CH(28.9); 11-
CH,(28.8); 12-CH1(28.9); 13-CH,(28.4); 14-CH(28.55); 15-CH,(28.33); 16-
CH,(28.5); 17-CH,(29.5); 18-CH,(29.2); 19-CH,(28.9); 20-CH,(28.9); 21-
CH(22.68); 22-CH,(29.05); 23-CH,(31.88); 24-CH,(29); 25-CH2(29.34); 26-
CH,(29.34); 27-CH,(29.34); 28-CH3(14.07);
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Composto — 2.2.2-12

Octanoato de docosanilo - C,;H,,O, =452

p.f. CC)
IV VY (em )
MS m/z (int.rel.%)

BC_NMR (CDCls) 8 (ppm)

35-40
2954.8,2921.1, 2850.9, 1738.4, 1466.9, 1177

452[M+](0.2), 421(0.3), 397(1.5), 353(0.7), 345(0.2), 323(0.3), 297(2), 285(0.3),
269(0.4), 253(0.8), 252(3), 237(0.7), 231(0.3), 225(0.4), 224(2), 218(0.5),
207(2), 201(0.6), 196(1), 189(1), 173(5), 168(2), 167(2), 163(1), 155(1),
153(2), 149(5), 146(6), 145(63), 144(13), 143(1), 139(4), 129(3), 127(11)
125(9), 111(17), 97(34), 87(5), 83(39), 71(32), 69(68), 60(18), 57(100), 55(30)

1-CH5(14.17); 2-CH,(23.27); 3-CH, (22.65);4-CH, (29.50); 5-CHa(31.7); 6-
CHy(29.2); 7-CH,(34.77); 8-C(173.98); 9-CH(63.9); 10-CH,(28.9); 11-
CH,(28.8); 12-CH,(28.9); 13-CH,(28.4); 14-CH(28.55); 15-CH,(28.33); 16-
CH,(28.6); 17-CH,(29.5); 18-CH,(29.2); 19-CH,(28.9); 20-CH,(28.9); 21-
CH,(29.34); 22-CH(28.9); 23-CH}(29.34); 24-CH,(28.9); 25-CH,(29.34); 26-
CH,(29); 27-CH,(29.05); 28-CH,(31.88); 29-CH,(22.68); 30-CHs(14.1);

Composto — 2.2.2-1

Decanoato de dodecilo - C,,H,,0, =340

p.e. (C)

n'
IV vy i, (€mh)
MS m/z (int.rel.%)

PC-NMR (CDCL) 8 (ppm)

12— 114
1.4297 (27.5°C), 1.4316 (23.5°C)

3025.5, 2953, 2924.5, 2864.7, 1710.75, 1463.7, 1282, 1246.6

340[M*](1.8), 297(0.4), 213(4), 196(2), 173(64), 168(26), 155(12), 145(14),
140(8), 129(9), 125(10), 111(22), 97(32), 87(6), 83(45), 73(16), 71(58),
69(77), 61(25), 57(100), 55(79)

1-CHy(31.8); 2-CH(23.2); 3-CH, (29.2); 4-CH(29.05); 5-CH,(29.25); 6-
CH,(29.15); 7-CH,(34.6); 8-C(173.99); 9-CH(63.9); 10-CHa(31.93); 11-
CH,(28.8); 12-CH,(29.37); 13-CH,(28.4); 14-CH,(29.41); 15-CH,(29.46); 16-
CH,(28.65); 17-CH2(29.5); 18-CH(29.2); 19-CH,(22.68); 20-CH;(14.09); 21-
CH,(22.7); 22-CHs(14.1);

Composto — 2.2.2-3

Decanoato de tetradecilo - C,,H,;O, M=368)

p.c. (°C)

n'p
IV V¥ (em )
MS m/z (int.rel.%)

PC-NMR (CDCL) & (ppm)

128 — 131
1.4338 (23.5 °C)
2953.9,2923.5, 2853.6, 1711.6, 1463.9, 909.6

368[M*](2.3), 269(0.5), 241(3), 219(1), 213(0.5), 207(0.8), 201(2), 196(16)
, 189(1), 173(72), 168(7), 163(1.4), 161(1), 155(12), 149(4), 146(1), 145
(4), 144(1), 143(3), 139(3), 129(9), 127(3) 125(11), 111(21), 97(36), 87
(6), 83(44), 73(16), 71(61), 69(86), 61(17), 57(100), 55(88)

1-CHa(31.8); 2-CH2(23.2); 3-CH» (29.2); 4-CH,(29.05); 5-CH,(29.25); 6-
CH,(29.15); 7-CHa(34.6); 8-C(173.99); 9-CH2(63.9); 10-CH3(29.34); 11-
CH,(28.8); 12-CH2(29.34); 13-CH,(28.4); 14-CH,(29.21); 15-CH,(28.33); 16-
CH,(28.5); 17-CH,(29.5); 18-CH2(29.2); 19-CH1(29.34); 20~CH,(31.88); 21-
CH,(22.68); 22-CH3(14.07); 23-CH,(22.7); 24-CH;(14.1);
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Espectro de massa do Decanoato de Dodecilo (2.2.2-7).

Espectro de 'H-NMR do Decanoato de Tetradecilo (2.2.2-3).

Composto - 2.2.2-5 Decanoato de hexadecilo - C,H.,0O, =39,
p.f. °C) 28-29

IV VR em) 2924, 2853.6, 1738.6, 1462.5

MS m/z (int.rel. %)

396[M*](1.3), 355(0.2), 324(0.3), 284(1.2), 269(1), 241(3), 225(1), 218(3),
213(0.6), 207(2), 201(1), 196(3), 189(2), 173(35), 168(5), 163(1), 161(1),
155(6), 146(2), 145(15), 144(3), 143(2), 139(4), 129(6), 127(5) 125(10),
111(20), 97(33), 87(4), 83(39), 73(14), 71(47), 69(91), 61(13), 57(100), 55(36)

13 1-CHa(31.8); 2-CH2(23.2); 3-CH» (29.2); 4-CH,(29.05); 5-CH,(29.25); 6-
C-NMR (CDCl;) 6 (ppm) CH(29.15); 7-CHo(34.6); 8-C(173.99); 9-CH(63.9); 10-CH,(29); 11-
CH,(28.8); 12-CH2(29.08); 13-CH,(28.4); 14-CH,(28.55); 15 — CH,(28.33); 16-

CH,(28.5); 17-CH2(29.5); 18-CH,(29.2); 19-CH2(29.34); 20— CH,(29.34); 21-

CH,(29.34); 22-CH,(31.88); 23-CH3(14.07); 24- CH,(22.68); 25- CH,(22.7); 26-
CHs(14.1);
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Composto — 2.2.2-7

Decanoato de heptadecilo - C,,;H,,0, =410

p.f. °C)
IV Vo (em)
MS m/z (int.rel.%)

BC-NMR (CDCL) & (ppm)

34-306
2952.7,2922.6, 2851.4, 1738.9, 1466.8, 1176

410[M+](0.3), 381(0.4), 340(1.1), 324(0.3), 297(0.3), 269(0.3), 219(1.1), 213(3),
207(0.8), 201(1), 196(0.6), 189(1), 173(55), 168(20), 163(0.4), 161(1),
155(10), 146(1.4), 145(8), 144(3), 143(3), 139(4), 129(8), 127(3) 125(10),
111(21), 97(29), 87(6), 83(42), 73(16), 71(55), 69(79), 61(21), 57(100), 55(86)

1- CH,(31.81); 2- CH3(23.19); 3- CH, (29.19); 4- CH2(29.07); 5- CH1(29.27); 6-
CH,(29.16); 7- CH,(34.6); 8- C(173.99); 9- CH,(63.9); 10- CHx(29.08); 11-
CH,(28.8); 12- CH,(28.95); 13- CH,(28.4); 14- CH,(28.55); 15- CH,(28.33); 16-
CH,(28.5); 17-CH,(29.5); 18- CH,(29.2); 19- CH,(29); 20- CH(29.34); 21-
CH,(29.34); 22- CH,(29.34); 23- CH3(14.07); 24- CH,(22.69); 25- CH,(31.89);
26- CH,(22.8); 27- CH3(14.09);

Composto — 2.2.2-9

Decanoato de octadecilo - C,;H,,O, M=424)

p.f. CO)
IV VKBr max. (Cmil>
MS m/z (int.rel.%)

PC-NMR (CDCl3) & (ppm)

3235
2953, 2924, 2853, 1739.6, 1465.6, 1179

424[M+](0.4), 369(2), 342(0.4), 285(0.5), 269(0.2), 241(3), 218(1.2), 213(0.5),
207(1), 201(1.4), 196(13), 189(2), 173(52), 168(6), 163(1), 161(2), 155(10),
146(1), 145(8), 144(2), 143(3), 139(4), 129(9), 127(3) 125(10), 111(23),
97(35), 87(6), 83(46), 73(14), 71(57), 69(89), 61(15), 57(100), 55(88)

1- CH,(31.79); 2- CH,(23.21); 3- CH, (29.21); 4- CH,(29.06); 5- CH,(29.25); 6-
CH,(29.15); 7- CHa(34.6); 8- C(173.99); 9- CH1(63.9); 10- CH2(29.08); 11-
CH,(28.8); 12- CH,(28.95); 13- CH,(28.4); 14- CH,(28.55); 15- CH,(28.33); 16-
CH,(28.5); 17- CH,(29.5); 18 - CH»(29.2); 19 - CH,(29.05); 20- CH,(29); 21-
CH,(29.34); 22- CH5(14.07); 23- CH(29.34); 24- CH,(22.68); 25- CH,(31.88);
26 — CH,(29.34); 27 - CH,(22.72); 28 - CH;(14.11);

Composto — 2.2.2-11

Decanoato de eicosanilo - C,\H,,O, =452

p.f. (°C)
IV Vo (em)
MS m/z (int.rel.%)

PC-NMR (CDCly) & (Ppm)

36— 40
2925, 2853.4, 1739, 1465.7, 1093

452[M+](0.4), 425(0.5), 419(1.5), 414(0.8), 408(0.7), 397(1), 367(2), 358(1.4),
355(0.9), 346(0.6), 337(0.6), 310(0.7), 273(1), 269(1.2), 237(0.7), 225(1.3),
224(2.3), 218(3), 213(1), 207(3), 201(0.8), 196(3), 189(3), 173(30), 168(2),
167(2), 163(2), 161(3), 155(6), 153(3), 149(9), 146(2), 145(6), 144(2), 143(4),
139(4), 129(7), 127(2) 125(9), 111(15), 97(34), 87(4), 83(39), 73(15), 71(55),
69(97), 60(44), 57(99), 55(100)

1- CH1(31.82); 2- CH,(23.21); 3- CH, (29.19); 4- CH»(29.07); 5- CH,(29.25); 6-
CH,(29.15); 7- CHy(34.6); 8- C(173.99); 9- CH(63.9); 10- CH,(28.9); 11-
CH,(28.8); 12- CH,(28.9); 13- CH,(28.4); 14- CH,(28.55); 15- CH,(28.33); 16-
CH,(28.5); 17-CH,(29.5); 18- CH(29.2); 19- CH,(28.9); 20- CH,(28.9); 21-
CH,(22.7); 22- CHs(14.1); 23- CH,(29.05); 24- CH,(29); 25- CH(29.34); 26-
CH,(29.34); 27- CH,(29.35); 28- CH,(31.89); 29- CH,(22.69); 30- CH;(14.08);
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Composto - 2.2.5-1 Arbutina— C,H, O, =272
para —Hidroxifenil-B-D-glucopiranésido
Arbutésido
pf (OC) 194 - 195
[(l]n - 59.5° (c=1, H20), T = 20 °C
KBr 3500-3200 (OH), 2910 (C-H), 1600, 1580 (C=C), 1115, 1065, 815
IV VY . (em?)

1 7,03 2H, d, ] = 9 Hz, H-2, H-6), 6,82 (2H, d, ] = 9Hz, H-3, H-5), 5.09 (1H, d,
H-NMR &
(Ppm) ] =82 Hz, H-1), 3,69-3,38 (4H, m, H-2’, H-3", H-4’, H-5), 3,72 (1H, dd, ] =
5.8,13.7 Hz, H-G’A), 3,83 (1H, dd, ] = 2.1, 13.7 Hz, H-6'B)

BCNMR § (ppm) C-1(152.10), C-2(117.10), C-3(119.32), C-4(151.38), C-5 (119.32) C-6(117.10),
C-1°(102.20), C-2°(73.77), C-3°(76.85), C-4°(70.25), C-5'(76.38), C-6’(61.35),

tina~4

Espectro de 'H-NMR da Arbutina (2.2.5-7).
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Espectro de ’C-NMR da Arbutina (2.2.5-7).
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Composto - 2.2.5-2 Metilarbutina — C;;H,,O, =286
para —Metoxifenil-B-D-glucopirandsido
Metilarbutésido
pf (OC) 173 -176
[a]D - 63,5° (c=1, H:O), T = 20 °C
3482 (OH), 2972, 2930 (C-H), 1603, 1589 (C=C), 1139, 1116, 988, 900
IV VS e (OH), 2972, 2930 (C-H), 1603, 1589 (C=C), 1139, 1116, 988,

HC_NMR D:0) S (ppm) C-1 (152.1), C-2 (117.1), C-3 (119.3), C-4 (151.3), C-5 (119.3) C-6 (117.1),
C-1’ (102.2), C-2’ (73.8), C-3’ (76.9), C-4’ (70.3), C-5’ (76.4), C-6’ (61.4), C-
7 (CH30)(55.5)
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Espectro de 3C-NMR da Metilarbutina (2.2.5-2).

Composto - 2.2.5-3 Hidroquinona — CHO, =110
1,4-Benzenodiol
p.f. (°C) 167-170
KB ‘1 3262 (OH), 3031 (C-H), 1518, 1477 (C=C), 1255, 1244, 1222,
IV VT i (eonc?) 1210, 1192, 827, 759
"H-NMR & (ppm) 8,59 (2H, s), 6.58 (4H, s, H-2, H-3, H-5, H-0)
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Espectro de '"H-NMR da Hidroquinona (2.2.5-3).

Composto - 2.2.5-4

Metil-hidroquinona — C.H,O, m=124)

para-Metoxifenol

p.f. (°C)
IV VKBr max.

"H-NMR (CDCI3)d (ppm)

(em)

50-53
3401-3349 (OH), 1512, 1464 (C=C), 1246, 1236, 826, 7306, 532

6.76 (4H, s, H-2, H-3, H-5, H-6), 5.62 (1H, s ), 3.75 (3H, s, CH.)

Espectro de 'H-NMR da Metil-hidroquinona
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