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RESUMO

Com objetivo de correlacionar a química dos metabólitos secundários da madeira

de pinheiros tropicais com a susceptibilidade ao ataque da "vespa-da-madeira" (Sirex

noctilio - Sericidae), exemplares de pinus cultivados no Brasil foram fornecidos pela equipe

técnica da DURAFLORA S/A (Agudos - SP.) para serem estudadas. 

O extrato hexânico e clorofórmico de Pinus strobus var. chiapensis (Martinez) foi

submetido a fracionamento cromatográfico e cristalização das frações e forneceram

sitosterol, 3-0-acilsitosterol, lariciresinol, quatro flavonóides [4-hidroxi-7-metoxi-flavanona

(pinostrobina), 6-metil-pinostrobina, 4-hidroxi-7-metoxi-flavona (tectocrisina), 6-metil-

tectocrisina], quatro trans-estilbenos [3-metoxi-5-hidroxi-7,8 diidro estilbeno (éter metil-

diidro-pinossilvina), 3,5-dimetoxi-7,8-dihidro estilbeno (éter dimetil diidro pinossilvina), 3-

metoxi-5-hidroxi-estilbeno (eter metil pinossilvina) e 3,5-dimetoxi estilbeno (éter dimetil

pinosilvina), e dois diterpenos (ácido isopimárico e ácido diidroabiético)

As estruturas das substâncias foram determinados através de análise dos dados de

IV, RMN 1D (1H, 13C, DEPT e NOE-DS) e 2D [1H x 1H - COSY, 1H x 13C - COSY

(1JCH - Heterocosy e nJCH, n = 1, 2 e 3 - COLOC)] e E.M. das substâncias naturais e

derivados. 



ABSTRACT

The correlation of the secundary metabolites from the tropical Pinus species by

Sirex noctilio (Sericidae) "wood's wasp" motivated to investigat the substances from Pinus

strobus var chiapensis that was supplied by technicians from DURAFLORA S/A (Agudos -

SP - Brazil). 

The hexanic extract of the wood of P. strobus var. chiapensis (Martinez) after

chromatographic fractionation and recrystallisation afforded sitosterol, 3-O-acylsitosterol,

lariciresinol, four flavonoids [4-hydroxy-7-methoxy-flavanone (pinostrobin), 6-methyl-

pinostrobin, 4-hydroxy-7-methoxy-flavone (tectochysin) and 6-methyl-tectochrysin], four

stilbene [3-methoxy-5-hydroxystilbene (pino sylvin-monomethylether), 3-methoxy-5-

hydroxystilbene (dihydropinosylvin-monomethylether), 3,5 -dimethoxy-dihydro stilbene

(dihydropinosylvin-dimethylether) and 3,5-dimethoxy-stilbene (pinosylvin dimethylether)]

and two diterpenes (isopimaric acid and dehydroabietic acid). 

The structures were determined based on IR, NMR and MS spectral data includin

two dimensional tecniques and NOE experiments of the natural compounds as well as of the

acetylated and methylated derivatives. 

xix



1. INTRODUÇÃO

A quimiotaxonomia propõe a utilização da composição química das espécies

vegetais para se chegar a uma melhor compreensão do grau de parentesco e da evolução das

espécies. Neste sentido, diversas classes de substâncias têm sido estudadas em Coniferae,

dentre outras, as dos flavonóides, terpenos e alcalóides. Porém, é sobretudo do grupo dos

polifenóis, dos flavonóides mais particularmente, que se tem o maior número de informações,

e portanto são os que geralmente dão os melhores resultados. 

Apesar de algumas famílias e subfamílias da ordem Coniferae não serem bem

definidas com relação aos flavonóides, tem sido observado que as Pinales são bem

caracterizadas pela total ausência de biflavonas e abundância de prodelfinidinas. 

Os flavonóides são bastante ricos quanto à informações quimiossistemáticas; sendo

que a caracterização para determinados gêneros da família pinaceae é melhor definida do que

para outros. Por exemplo, o gênero Abies possui flavonóides que os caracterizam quanto a

variação biogeográfica e/ou seccionamento botânico, porém o gênero Picea não apresenta

tais relações. Enquanto certas espécies são remarcadas homogeneamente (Abies pectinata),

outras mostram um claro polimorfismo dos flavonóides (Picea excelsa, Pinus sylvestris).
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As duas proantocianidinas majoritárias encontradas em Coníferas são a procianidina 

(diidroxilada sobre a fenila lateral) e prodelfinidina (triidroxilada na fenila lateral) cuja relação 

de teores consiste num bom indicador quimiossistemático. De fato, é classificadamente 

reconhecido que a fenil-triidroxilação (prodelfinidina, miricetina) é sinônimo de primitividade 

fitoquímica, enquanto a presença de flavonóides menos hidroxilados (procianidinas,

kaempferol) mostram ao contrário, um caráter evoluído. Neste sentido, os gêneros Picea e 

Abies representam dois pólos opostos, avançado e primitivo, enquanto Pinus ocupa uma 

posição particular devido a riqueza em prodelfinidinas. Com base na presença de flavonas e 

flavanonas, Erdtman (1955) confirmou a divisão clássica do gênero Pinus em Haploxylon e 

Diploxylon [ 1 ]. Outro exemplo de caracterização quimiossistemática está na constatação de 

que o subgênero Haploxylon é rico em estilbenos, diidroestilbenos, flavonas e flavanonas

derivadas do floroglucinol e o grupo strobi possui flavonas e tlavanonas derivadas do metil

fioroglucinol, enquanto o subgênero Diploxylon apresenta estilbenos e flavanonas, porém

são desprovidos de diidroestilbenos e flavonas [2]. 

Há, porém, sensíveis diferenças dentro de cada subgênero ou grupo. Assim, na

seção Cembra, o grupo strobi é fitoquímicamente mais primitivo do que os Cembrae e

Flexiles. E no próprio grupo strobi as espécies Pinus parvitIora e Pinus pumila são opostas,

a primeira é rica em myrcetina, enquanto a segunda é desprovido desta substância [1].

As correlações sistemáticas reveladas acima mostram apenas algumas informações

citadas na literatura que foram adquiridas a partir do conhecimento fitoquímico das espécies

vegetais. Em especial, os flavonóides fornecem importantes dados dentro da família Pinacea, 

e podem ser muito informativos, principalmente a nível intra-específico. Também podem 



fornecer subsídios para futuras áreas de pesquisa básica (biologia das populações,

biogeografia quimiossistemática, genética das populações, bioquímica-ecológica, etc) e

florestal (melhoramento genético, interação inseto-planta, alelopatia, etc.). 

Como resultado do aumento da pressão social decorrente da conscientização

ecológica, é urgente o desenvolvimento de uma política de conservação ambiental que

preserve a biodiversidade dos diversos ecossistemas nacionais. Através de um manejo

florestal adequado às condições de diversas regiões brasileiras e de um planejamento para o 

plantio de espécies de rápida renovação, com o objetivo de produzir matéria-prima para

suprir as necessidades do mercado consumidor de madeira e derivados florestais, será

possível resguardar as florestas nativas. 

O gênero Pinus é constituído por espécies de crescimento rápido, boa rusticidade, 

alta qualidade de fibra de celulose. Possui diferentes espécies de alta adaptabilidade à 

diferentes regiões e, também, sua cultura possui manejo e tecnologia industrial conhecidos. 

Estes fatos tornam o conhecimento da composição química desse gênero de grande interesse 

florestal, ecológico e econômico. Em especial, a espécie Pinus strobus var. chiapensis, dentre 

outras (P. taeda, P. caribea, P. oocarpa, P. kaesya), são consideradas as mais adequadas em

termos bioclimáticos para algumas áreas da região sudeste, sul de Goiás e Distrito Federal. 

Por isso estas espécies merecem um conhecimento fitoquímico mais aprofundado para,

então, serem melhor aproveitadas economicamente [3]. 

Entre as inúmeras razões do estudo químico de plantas, a que tem recebido maior

atenção é a descoberta de substâncias de importância farmacológica e industrial.

Freqüentemente, estes trabalhos são desenvolvidos com espécies nativas e nem sempre



4

abundantes. Neste sentido é bastante relevante o conhecimento da composição química das

espécies de fácil cultivo. 

É possível que, a longo prazo, o conhecimento da química de espécies

industrializadas venha colaborar na resolução de problemas que afetam as culturas em grande

escala. Como exemplo pode-se destacar os prejuízos constantes devido ao ataque de pragas

como a "Vespa-da-madeira" (Sirex noctilio) nos cultivares de Pinus spp no sul do país. Foi

verificado que árvores mais estressadas são mais atrativas para a "vespa" do que as sadias.

Usa-se esta preferência dos insetos para elaborar armadilhas com a finalidade de estudar a

fisiologia do inseto e, inclusive, fazer avaliação da suscetibilidade de diferentes espécies de

Pinus ao ataque da praga [4,5]. 

Encontra-se, freqüentemente, na literatura trabalhos que correlacionam o ataque do

inseto às substâncias voláteis produzidas pelos hospedeiros que podem atrair ou repelir

diferentes espécies. O ataque de Iphs granclicollis (espécie de besouro) em Pinus taeda

estressado é estimulado pela presença de terpenos voláteis que são encontrados no floema do

hospedeiro. A mistura de germanicol, limoneno, metil chorreicol e mirceno estimulam o

ataque de machos e o canfeno (Tabela 1), o das fêmeas [6]. 

Para as fêmeas da espécie D. amatella a mistura de α-pineno, mirceno e limoneno

(Tabela 1) são mais atrativos durante a ovoposição do que outras combinações de terpenos,

inclusive de terebentina. A quantidade de terpenos atrativos aos insetos dependem das

condições fisiológicas da planta [7]. 

O vôo disperso de Scolytideos (ex: Syrex noctilio) sempre ocorre na direção a

determinado material da floresta que exala maiores concentrações de produtos de



degradação. Esta atração primária precede a atração secundária que ocorre em várias

espécies devido aos ferormônios [8]. 

A composição química da terebentina (produtos de degradação) de Pinus strobus é

responsável pela atração via olfato, sendo a pressão da resina e a composição do floema da

árvore os fatores considerados importantes no estado fisiológico do hospedeiro, adequados

ou não a ovoposição de scolytideo. Os monoterpenos são usados provavelmente pelos

insetos para identificar as espécies hospedeiras, mas a ovoposição é feita preferencialmente

no espécime com maior grau de umidade [9]. 

Em relação à "Vespa da madeira" (Sirex noctilio: Sericidae) torna-se relevante

fazer um estudo para verificar quais dos metabólitos secundários produzidos pelas árvores

estressadas que atraem os insetos. Todavia, também, deve-se levar em consideração que,

apesar dos fatores como menor pressão de resina e alto grau de umidade serem favoráveis à

ovoposição, pode haver ou não, o desenvolvimento das larvas dependendo da composição

química do hospedeiro. Esta interferência química pode ocorrer diretamente, sobre as larvas,

ou indiretamente, inibindo ou favorecendo a proliferação do fungo associado ao inseto

(Amlosterum areolatum) que serve de alimento para as mesmas [4]. 

Entre os metabólitos secundários que interferem no desenvolvimento do fungo

podem-se destacar os estilbenos [10,11]. Verificou-se que a presença de pinossilvina e seus

éteres monometil em Pinus sylvestris é responsável não só pela indigestibilidade da madeira

em relação a predadores potenciais como, também, pela sua resistência ao ataque de fungos

e nematóides [2,12]. 



6

Um exemplo da importância do estudo de fitoalexinas para o melhoramento

genético de plantas é a introdução de gens de videira, que biossintetizam estilbenos, com o

objetivo de aumentar a resistência do tabaco a infestações por Botrytris cinerea [10]. 

A nível de bioquímica ecológica, pode-se citar o efeito alelopático exercido pela 

combinação de estilbenos e seus taninos provenientes da casca de Engelman spruce sobre a 

germinação e crescimento de algumas espécies de coníferas (Picea engelmanni, Abies

lasiorcapa, Tsuga mertensiana, Pinus contorta) [14]. 

Em termos de utilização de substâncias naturais em farmacologia pode-se citar

alguns exemplos a seguir : 

Na agropecuária, a ingestão do extrato bruto (rico em diterpenos abiéticos e

labdânicos) de Pinus ponderosa pelo gado em doses acima de 225 mg/Kg é tóxica, podendo

levar à morte, e a administração do ácido isocupressico (isolado da mesma) em doses entre

99 e 152 mg/Kg possui efeito abortivo [15]. 

Certos diterpenos ácidos possuem atividades antiagregação de plaquetas e, entre

estes estão os ácidos deidroabiético e pimárico [16]. É relatado, também, que extratos de

agulhas de Pinus thunbergii são ricos em ácidos diterpênicos, sendo que o ácido

deidroabiético possui atividade antitumoral [17]. 

O Pinus parviflora é uma fonte de lignanas que pode ser usada pela indústria

farmacêutica como antitumoral e antiviral [18]. 

A administração de medicamentos contendo proantocianidinas obtidas da casca de

Pinus maritime previne doenças causadas por radicais livres [19].



Entre as classes de substâncias abundantes em espécies de Pinus estão os

flavonóides, sendo que alguns deles possuem atividade antitumoral e antiviral (inclusive anti-

HIV) e antibiótica [20]. Outra classe comum neste gênero são os estilbenos, alguns destes

possuem ação anticonvulsiva e antibiótica [21].

O gênero Pinus é de grande importância para a indústria florestal e revela suas

potencialidades de uso na indústria farmacêutica, alimentícia, dentre outras, e isto justifica o

intenso interesse de trabalhos sobre a composição química deste gênero [22,23,24,25]. 

O estudo químico de P. strobus var. chiapensis cultivada no Brasil é um trabalho

que ainda não foi desenvolvido e está fornecendo informações sobre os metabólitos

secundários mais abundantes procedentes da madeira desta espécie, que está entre as mais

atacadas, com maior desenvolvimento das larvas da vespa da madeira. Este trabalho

demonstra que esta espécie é uma rica fonte de flavonas, flavanonas e estilbenos. 

A Tabela 1 revela os trabalhos relacionados com o estudo químico de Pinus strobus

L. cultivado fora do País. Nela faz-se a constatação das diferentes classes de substâncias

presentes nesta espécie, e revela a diversidade química em termos de flavonóides e terpenos.







2. PARTE EXPERIMENTAL 

2.1 Materiais e Métodos 

Os extratos foram preparados através de extração em aparelho de Soxhlet. 

Os fracionamentos por cromatografia em coluna (C.C.) foram realizados

utilizando-se sílica gel da Riedel ou da Merck. Para cromatografia em camada delgada

preparativa (C.C.D.P.) foram utilizadas placas de sílica gel com 1,0 mm de espessura. E para

cromatografia preparativa circular (cromatotron) utilizaram-se placas de sílica gel 60-PF254

com 10 % de gesso com 2,0 mm de espessura. As placas para cromatografia em camada

delgada analítica foram preparadas com 0,5 mm de espessura da sílica gel Merck, 60 Å. As

amostras e suas porções foram analisadas e comparadas em três sistemas diferentes de

solventes além de espectros de I.V., RMN e pelo ponto de fusão. A revelação foi feita com

irradiação U.V. à 254 nm e em cuba saturada de vapor de iodo. 

Foram utilizados solventes da marca Merck, Grupo Química ou Rio Lab que foram

destilados em coluna vigreux de 1,5 m de comprimento e, quando necessário, redestilado sob

pressão reduzida. Os solventes ou sistemas de misturas dos mesmos (v/v), foram eliminados



dos extratos ou das frações por destilação sob pressão reduzida em evaporador rotativo. As

amostras e suas frações foram secas em pistola Abderhalden antes de serem analisadas em

espectrômetro de I.V., RMN ou de massas. 

Os pontos de fusão foram determinados em aparelho de Koffler com microscópio e

não foram corrigidos. 

Os espectros de RMN foram registrados no espectrômetro AC-200 da Bruker

existente na UFRRJ e, para isto, foram usadas soluções em CDCl3 e TMS como referência 

interna. Os valores foram expressos em unidades ppm (δ) e as constantes de acoplamento (J)

em Hertz (Hz). As áreas referentes aos picos de absorção foram obtidas por integração 

eletrônica. 

Os espectros no I.V. foram registrados em pastilhas de KBr ou filme usando-se o 

aparelho Perkin Elmer 1420 da UFRRJ. 

Os espectros de massas foram obtidos através de inserção direta em espectrômetro

Hewlett-Packard, modelo 5987 A. 

2.2 Pinus strobus var chiapensis e os constituintes isolados 

2.2.1. Material Botânico. 

Conhecido também como pinheiro-branco, o Pinus strobus L. pertence à família

Pinaceae, sendo uma árvore que pode chegar a 50 m, possui folhas em feixes de cinco

estróbilos oblongos. 
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Esta espécie é cultivada nos Estados Unidos como planta ornamental, sua madeira 

é importante para a indústria naval, possuindo peso específico de 0,460 g/cm3 e fornece breu,

terebentina e alcatrão. Seus sinônimos estrangeiros são: terpentin e Weymonths Kiefer para 

os alemães; Brad para os romenos; Weymonths pine para os ingleses; eastern White pine,

Northern White pine, White pine para os americanos e piño para os espanhóis [13]. 

A principal área de ocorrência de Pinus strobus var. chiapensis Martinez está

situada nos Estados de Oaxaca e Chiapas, sudeste do México e na Guatemala, em altitudes

que variam entre 700 e 1.900 m. Algumas destas regiões têm um alto índice pluviométrico

(de até 5.000 mm anuais). Em áreas com menor índice pluviométrico, esta espécie ocorre em

vales mais úmidos, nas proximidades dos cursos de água. 

Existe um pequeno plantio em Agudos, S.P., sendo explorado comercialmente.

Este tem apresentado um incremento médio anual de 25 m3/ha. Há outras áreas de plantio

em Viçosa e Sete Lagoas, M.G.. Esta espécie é recomendada para testes de adaptação,

principalmente nas Serras: do Mar, da Cantareira, da Mantiqueira e da Bocaina, S.P., M.G. e

R.G, Planalto do centro e leste de São Paulo, sul de Minas Gerais, sudoeste do Espírito

Santo e vale superior e médio do Rio Paraíba, S.P., na Serra dos Órgãos, RJ e região serrana

do Espírito Santo, nas Serras e chapados do Distrito Federal e Sul de Goiás, na Serra da

Canastra, M.G. e Chapadões Contíguos [3]. 

O material botânico utilizado foi coletado em novembro de 1990 pela equipe da

Duraflora S/A na Fazenda de Monte Alegre, Agudos - São Paulo. O talhão de onde foi

coletado o material tinha 16 anos, com altura média de 5,5 m e 10 - 15 cm de diâmetro na

altura do peito (D.A.P.) 
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2.3. Isolamento dos Constituintes Químicos da Madeira de Pinus strobus var.

chiapensis (Martinez). 

2.3.1. Preparação dos Extratos

Os pedaços do tronco, após descascados e secos à sombra, foram triturados em

moinho de facas. O pó da madeira (434 g) foi submetido à extração em Soxhlet utilizando-se

hexano, clorofórmio e metanol. Obteve-se 4,7 g de extrato hexânico, 2,5 g de extrato

clorofórmico e 5,6 g de extrato metanólico.

2.3.2 Isolamento e Purificação dos Constituintes Químicos do Extrato Hexânico.

Após análise em cromatografia em camada delgada analítica de sílica gel

(C.C.D.A.) o extrato hexânico foi submetido a fracionamento cromatogrático em coluna de

sílica gel (80,0 g) utilizando como eluente diclorometano e mistura de metanol em polaridade

crescente (Tabela 2). Através de análises comparativas em C.C.D.A. as frações semelhantes

foram reunidas em grupos. Estas foram submetidas a outras técnicas de purificação como

cromatografia em coluna ou camada preparativa de sílica gel normal ou circular

(chromatotron) e/ou recristalização (Tabela 3).
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2.3.3 Isolamento e Purificação dos Constituintes Químicos do Extrato Clorofórmico e

Metanól ico.

O extrato clorofórmico (2,5 g) foi submetido a fracionamento cromatográfico em

coluna de sílica gel utilizando-se como eluente misturas de diclorometano-metanol em

polaridade crescente. Foram recolhidas 513 frações que estão sendo analisadas. Uma das

frações recolhidas forneceu a substância III (20 mg) e outras frações revelaram uma grande

quantidade de mistura de estilbenos. 

O extrato metanólico será estudado posteriormente. 

Os extratos hexânico, clorofórmico e metanólico de P. strobus var. chiapensis

(Martinez) foram analizados pela equipe da Embrapa-C.N.P.-Floresta-PR e os seus efeitos

sobre a cultura do fungo Amylostereum areolatun. O extrato hexânico inibiu crescimento do

fungo devido a presença de flavonóides e estilbenos identificados neste extrato; enquanto

metanólico permitiu total desenvolvimento do fungo, inclusive apresentando toxina após 24

dias de cultura.









Tabela 4 : Dados das reações de acetilação. 

2.3.4.2. Metilação 

Dissolveu-se a quantidade (V = 8,4 mg e VII = 10,0 mg) em acetona anidra

bidestilada. Adicionou-se 0,2 g de K2CO3 anidro e 0,1 ml de sulfato de metila. Após refluxo

2.3.4. Preparação dos derivados das substâncias isoladas

2.3.4.1. Acetilação 

Dissolveu-se a quantidade (x) de amostra em solução de partes iguais de piridina e

anidrido acético e a mistura foi submetida às condições descritas na Tabela 4. Após

resfriamento da solução adicionou-se água gelada e fez-se extração com clorofórmio e

lavagem com ácido clorídrico (10 %) para retirar a piridina. Após lavagem com água e

secagem da fração clorofórmica com sulfato de sódio anidro, destilou-se o solvente sob

vácuo e filtrou-se o produto em coluna de sílica gel para retirar impurezas. A amostra foi

seca em pistola de Abderhalden e analisada através de métodos espectrométricos.
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filtrou-se a mistura, adicionou-se 20 ml de clorofórmio e 10 ml de hidróxido de amônio

(10%). A fase orgânica foi seca com sulfato de sódio anidro e o solvente evaporado sob

vácuo. Após secagem do resíduo em pistola de Alberhalden, este foi filtrado em coluna de

sílica gel com o objetivo de retirar impurezas e após evaporação do solvente, obtiveram-se

os produtos metilados (V-Me = 7,5 mg e VI-Me = 8,0 mg). 

2.3.4.3. Hidrogenação 

Dissolveu-se 200 mg da mistura de estilbenos (IX + X) em 5,0 ml de etanol e

adicionou-se 0,5 g de catalisador (Pd/C : 10 %) para cada grama de substrato. A mistura foi

submetida a agitação durante 5 horas sob pressão de 50 psi com gás hidrogênio. Após

filtração, o solvente foi retirado através de destilação à vácuo e o resíduo seco em pistola de

Abderhalden. Obteve-se 150 mg do produto. 



3. DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES 

QUÍMICOS ISOLADOS DE Pinus strobus.var  chiapensis (Martinez) 

3.1. Determinação estrutural das substâncias I e II 

O espectro de RMN 1H da substância I (Figura 1) possui dois singletos em 0,63 δ e

0,99 δ e uma série de sinais múltiplos entre 0,73 - 0,92 δ correspondentes aos sinais dos

grupos metilas de um esteróide. Os sinais em 3,52 δ (m, H-3) e 5,34 δ (t, H-6) representam,

respectivamente, as freqüências de absorção dos prótons carbinólico e olefínico. Estes sinais

são compatíveis com as freqüências de absorções de esteróides. 

A comparação das freqüências de absorção de RMN 1H (Figura 1.1.) e RMN 13C

(Figura 1.2.) da substância I com os dados do sitosterol registrados na literatura [26],

permitiu identificar o componente da fração analisada (Tabela 5) 

O espectro de massas da substância I (Figura 1.3) apresentou picos

correspondentes a fragmentos compatíveis com a estrutura do sitosterol (Esquema 1)
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O espectro no infravermelho da substância II (Figura 2.1) apresentou bandas de

absorção em 3.450 cm-1 (νOH), 21950 e 2.850 cm-1 (νCH), 1.740 cm-1 (νC=O éster) e 1.640 cm-1

(νC=C). A feição do espectro de RMN 1H da substância II é semelhante a substância I,

diferenciando apenas pela ausência do multipleto em 3,5 δ e a presença do multipleto em 4,6

δ e os sinais em 2,25 δ (m) e 0,62 δ (t). Estes dados aliados às informações do espectro no

infraverrnelho permitem propor a estrutura do acilsitosterol para II, em mistura com um

álcool alifático. O tripleto em 4,03 δ no espectro de RMN 1H e a banda de absorção em 3400

cm-1 no espectro no infravermelho correspondem às absorções de um álcool alifático

presente como impureza na amostra analisada. 

A tabela 5 mostra as atribuições dos dados de RMN 1H de II comparadas com as

de I. 

















Tabela 6 : Identificação dos carbonos CH3, CH2, CH e C da substância III através de RMN
13C (PND e DEPT, 50,3 MHz)

Os dados da Tabela 6 permitiram chegar à fórmula molecular

(OCH3)2(CH2)3(CH)9(C)6, que pode ser representada como C18H15(OCH3)2. Esta fórmula

molecular é compatível com a estrutura de duas unidades C6C3 (lignóide). Levando em

30

3.2. Determinação estrutural da substância III.

O espectro de RMN de 13C (PND e DEPT, Figura 3.2) apresenta sinais que

permitiram identificar o número de CH3, CH2, CH e C da substância III (Tabela 6). O

espectro de RMN 1H (Figura 3.1) mostra sinais correspondentes à presença de prótons

metínicos, metilênicos carbinólicos, aromáticos e duas metoxilas. 
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consideração o número de carbonos metínicos e quatemários aromáticos e o número de

carbonos metilênicos e metínicos carbinólicos foi possível propor as estruturas parciais 3a e

3b como constituintes de III. 

O espectro de RMN 1H apresentou um dubleto (6,7 Hz) em 4,77 δ e o de RMN

13C um sinal em 80,8 δ que são compatíveis com as freqüências do carbono metínico

carbinólico benzílico com apenas um próton vizinho. O sinal de RMN 13C em 33,3 δ é

coerente com um metileno benzílico e o sinal em 60,9, a um metileno de álcool primário.
 

Estes dados permitiram completar a estrutura da substância 3.

O espectro de RMN 1H 2D (1H x 1H - COSY) (Figura 3.3) mostra sinais de

interação do próton H-7 (4,77 δ) com o H-8 (2,42 δ) que interage com os prótons

carbinólicos H-9 (3,70 δ) e o próton metínico H-8' (2,73 δ). Os sinais em 5,45 δ, 5,65 δ e

1,67 δ podem ser atribuídos a freqüências de absorção de dois prótons fenólicos e um próton

de álcool, respectivamente.
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3.3. Determinação estrutural das substâncias IV e V 

O espectro no infravermelho da substância IV (Figura 4.1) possui bandas de

absorção em 1640 cm-1 correspondentes a estiramento de carbonila conjugada, bandas de

sistema aromático em 1600 cm-1, 1520 cm-1 e 1450 cm-1 (νC=C) e banda 750 cm-1 e 690 cm-1

(δ = CH) referentes a anel monossubstituídos. A forte absorção em 1160 cm-1 corresponde a

νC-O de álcool.

O espectro de RMN 1H (Figura 4.2) possui sinal em 12,0 δ (s, 1H) correspondente

a um grupo hidroxila em ponte com a carbonila. O sinal em 6,05 δ é característico de dois

prótons aromáticos equivalentes e protegidos por efeito mesomérico do heteroátomo em

orto do anel B. Os sinais em 5,41 δ (dd, Jax,ax = 12,9 Hz, Jax,eq = 3,3 Hz, 1H), 3,02 δ (dd, Jax,ax

= 12,9 Hz e Jgem = 17,1 Hz, 1H) e 2,79 δ (dd, Jeq,ax = 3,3 Hz e Jgem = 17,1 Hz, 1H)

representam um sistema ABM que interagem entre si (Figura 4.3). Estes dados permitiram

propor a estrutura parcial 4a e 4b para substância IV. 
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Os sinais em 7,38 (m, 5H) e 3,78 (s, 3H) representam os demais grupos que

completam a estrutura do flavonóide 4 para substância IV. A tabela 8 mostra as atribuições

dos deslocamentos químicos dos prótons 1D (Figura 4.2) e 2D (Figura 4.3) e dos carbonos

1D (PND e DEPT, Figura 4.4) e 2D (1H x 13C - COSY, Figura 4.5) de IV e dos prótons

(Figura 4Ac-1) e carbonos (Figura 4Ac-2) do seu derivado acetilado.

Estes dados permitiram definir a estrutura da substância IV como sendo a

pinostrobina (4) isolada anteriormente de Pinus strobus L.[1,42,43].
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Tabela 8 : Deslocamentos químicos de 1H (200 MHz,CDCl3) e 13C (50,3 MHz, CDCl3)
obtidos dos espectros de RMN 1D e 2D de IV e seu derivado acetilado.

Foi isolada uma substância, cujo espectro de RMN 1H (Figura 5.1) é muito

semelhante ao espectro da substância anterior (Figura 4.2). As diferenças observadas foram:

a presença do sinal em 1,99 δ (s, 3H) e a integração do sinal em 6,07 δ (s, 1H) que no

espectro da substância anterior correspondia a dois prótons. Esta diferença mostra que há um

grupo metila ligado ao anel. A do flavonóide [28,42,43]. Esta dedução está de acordo com o



4 R = H e R' = H 

4Ac R = A c  e R ' = H  

5 R = H ,  R ' =  CH3 

5Ac R = Ac, R' = CH 3 

5Me R = R' = 0-13 

Com o objetivo de definir a posição do grupo metila que poderia estar ligado ao 

C-6 ou ao C-8, foi preparado o éter metílico da substância V com sulfato de metila e obteve- 

se a substância V-Me. O uso de experiências com irradiação dupla nas duas metoxilas do 

produto V-Me e diferença de espectros (Figura 5 Me-1) revelou efeito NOE (8%) de apenas

uma metoxila sobre o próton aromático do anel A (6,33 δ s, 1H). Isto permitiu concluir que

o grupo CH3 está ligado ao C-6, pois caso contrário, os dois grupos metoxila exerceriam

efeito NOE sobre próton aromático (Tabela 9).

Esta dedução está de acordo com os demais íons fragmentários correspondentes ao 

picos revelados no espectro de massas obtido por impacto de életrons (Figura 5.6, Esquema

2). 

39

M+. (m/z = 284) revelado no espectro de massas que corresponde a 14u a mais que o peso

molecular da substância IV. 
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A Tabela 9 mostra as atribuições das freqüências dos prótons e 13C da substância V

obtidos pela análise dos espectros 1D (1H; Figura 5.1 e 13C; Figura 5.2) e 2D (1H x 1H -

COSY, Figura 5.3; 1H x 13C - COSY, 1JCH, Figura 5.3; e nJCH; Figura 5.5) comparados com

as freqüências de próton de Vac (Figura 5Ac-1) e V-Me (Figura 5Me-1).

O sinal de acoplamento a três ligações (3JCH) (Figura 5.5) dos prótons da metila

(1,99 δ, s) ligado ao C-6 com o sinal em 160,3 ppm e o sinal de acoplamento a duas ligações

do H-8 (6,07 δ s) com o sinal em 161,0 ppm (C-9) permitiram definir as freqüências de

absorção de C-5 e C-9 (Tabela 9).

As atribuições dos dados espectrométricos da substância V foram feitas, também,

através de comparação com modelos da literatura [28,29,30,31]. Esta análise permitiu definir

a estrutura desta substância como a 6-metil-pinostribina registrada na literatura [28].

A literatura [1] revela a presença de metil-flavanonas em espécies de Pinus,

entretanto esta substância ainda não foi encontrada em Pinus strobus L. 







































3.4. Determinação estrutural das substâncias VI e VII

O espectro no infravermelho da substância VI (Figura 6.1) apresenta sinais que

permitiram caracterizar a substância como aromática com carbonila conjugada e contendo

grupo éter ou grupo com heteroátomo no anel.

A Figura 6.2 mostra sinais de absorção de prótons de hidroxila em ponte com

carbonila (12,6 δ, s, 1H), dois sinais de prótons aromáticos em sistema conjugado (7,83 δ,

2H e 7,47 δ, m, 3H) que acoplam entre si (Figura 6.3) e quatro sinais simples em 6,38 δ

(1H), 6,44 δ (1H), 6,59 δ (1H) e 3,83 δ (3H).

O espectro de RMN 13C [PND e DEPT θ = 90° e 135º] Figura 6.4 possui sinais

referentes a CH3 (55,7 δ), CH (92,4 δ, 98,1 δ, 105,9 δ, 126,1 δ, 128,9 δ e 131,7 δ) e seis

sinais de carbono quaternário (131,1 δ, 157,6 δ, 162,1 δ, 163,9 δ, 165,6 d e 182,4 δ). Com o

auxílio das informações do espectro de RMN 1H e 13C pôde-se propor as estruturas parciais

6a e 6b para substância VI.

A unidade 6a está de acordo com as freqüências dos carbonos e hidrogênios que

acoplam através de uma ligação (1JCH, 1H x 13C-COSY, Figura 6.5) que são: 92,7 δ (6,44 δ) e

98,2 δ (6,31 δ) e que estão localizados em ambiente químico protegido por mesomeria. O

sinal do próton, em 6,6 δ que está ligado ao carbono que absorve em 105,9 δ é
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característico de um próton α de uma enona. Os demais sinais de interação a uma ligação

revelados no espectro de 1H x 13C - COSY - 1JCH (Figura V1-5) confirmam as atribuições dos

carbonos e prótons aromáticos: 126,1 δ (7,83 2H), 129,8 δ e 131,7 δ (7,47 δ 3H).

Reunindo as unidades 6a e 6b chega-se a estrutura de uma flavona (6) cuja massa molecular

(268u) é compatível com o sinal do íon molecular (M+., 100%) revelado no espectro de

massas da mistura (Figura 6.7, Esquema 3). A Tabela 10 mostra as atribuições das

freqüências de 1H e 13C da substância VI definidos a partir dos sinais dos espectros 1D (1H,

Figura 6.2; 13C Figura 6.4) e 2D (1H x 1H - COSY, Figura 6.3; e 1H x 13C - COSY- 1JCH,

Figura 6.5 e nJCH, n = 2,3, Figura 6.6) e seu derivado acetilado (Figura VI Ac-1 e VI Ao-2).

Os quatro carbonos quatemários carbinólicos tiveram suas fi-eqüências de absorção

definidas com base nos sinais de interação heteronuclear a duas ligações entre C-9 (157,6 δ)

e H-8 (6,32 δ), C-2 (163,9 δ) e H-3 (6,59 δ), C-5 (162,1 δ) e HO (12,6 δ) e a três ligações

entre C-7 (165,6 δ) e H3C-O (3,83 δ), (Figura 6.6). Os demais sinais de interação

heteronuclear confirmam as atribuições dos carbonos quatemários e metínicos.

A presença de dois sinais de metoxila motivou o uso de irradiação dupla e

subtração de espectros (Figura 6.8). Isto permitiu concluir que há duas substâncias na

amostra analisada, uma com metoxila vizinha a dois prótons aromáticos e outra cuja metoxila

está vizinha a somente um próton aromático. A estrutura da substância VI (6) corresponde a

tectocrisina já isolada de Pinus strobus L. anteriormente [42,43].





O espectro de massas (Figura 6.7) revela a mistura de duas substâncias uma com

M+. 268 e outra com M+. 282. A Tabela 11 mostra os íons fragmentários conespondentes

aos picos que confirmam a presença de metil-tectocriscina.

Tabela 11 : íons fragmentários correspondentes aos picos presentes no espectro de massas
da mistura das substâncias VI e VII

Fragmentos m/z 

M +" 282 

252 

150 

102 

77 

% 

10 

2.4 

3 

9 

15 

A substância VII apresenta espectro de RMN 1H (Figura 7.1) muito semelhante ao

espectro de VI (Figura 7.2); as únicas diferenças foram na presença do sinal em 2,1 δ (s, 3H)

e na ausência de um singleto em 6,3 δ. Esta observação permite propor a estrutura 7a para

substgmcia Vil que está de acordo com a freqüência de absorção dos carbonos (Figura 7.2).



Esta substância é reponsável pelos sinais adicionais nas Figuras 6.7 (M+. 282) e figura 6.8

[2,1 δ (s) e NOE (5 %) sobre H-8].

Para definir a posição da metila no anel A (posição 6 ou 8) foi preparado o éter

metílico e, então, fizeram-se experiências de irradiação dupla nas freqüências das duas

metoxilas e posterior diferença de espectros. O efeito NOE (9 % sobre H-8) foi observado

somente na irradiação de uma metoxila (OCH3-7), revelando que a posição entre os dois

grupos metoxila não possui próton aromático. Por isto o grupo metila deve ocupar a posição

6 (Figura VII-Me-1). A Tabela 12 mostra as freqüências de absorção de 1H e 13C da

substância VII e do seu derivado metilado.
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3.5 Determinação estrutural das substâncias VIII e IX

As frações que contêm estas substâncias possuem espectros no infravermelho

(Figura IX-1) cujas bandas de absorção são interpretadas na Tabela abaixo:

Tabela 13 : Interpretação das bandas de absorção do espectro no infravermelho da mistura
de VIII e IX 

filme  Atribuições ν max (cm-1)

3050 (F) 

2920 e 2840 (F)  

1620 (F) 

1600 e 1450 (F) 

1210 e 1160 

1070 

970 

750 e 700 

ν (=CH)

ν(CH)

ν (C=C)

ν (C=C)

νas(=C-O-C)

νsim(=C-O-C)

νCH (C=C, trans, 1H isolado)

νCH (5H, vizinhos)

Os espectros de RMN 1H (1D e 2D, Figura 8.1 e 8.2) forneceram sinais

compatíveis com uma mistura de estilbenos tendo como componente principal o estilbeno

(∆7,8). A intensidade do sinal simples em 3,82 δ é compatível com o sistema m-dimetoxi

(Tabela 14, Figura 8. l). 

A comparação dos dados no I.V. e de RMN 1H (Figura 8.1 e 8.2, Tabela 14) da

substância VIII com os dados de modelos da literatura (Mo-3 e Mo-4) [35] permitiu
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identificar o trans estilbeno. A Tabela 14 mostra as atribuições de RMN 1H (Figura 8.1) e

compara com os valores citados nos modelos da literatura (Mo-3 e Mo-4).

Os dados de RMN 13C da substância VIII (Figura 8.3) são compatíveis com a

proposta do 3,5-dimetoxiestilbeno (8) (Tabela 14). 

Os sinais menos intensos, 2,87 δ (m), 3,62 (s) e 3,63 δ (s) presentes no espectro

de RMN 1H e o valor de M+. 242 presente no espectro de massas (Figura 9.3) são

compatíveis com o diidroestilbeno (9) para a substância IX que se encontra na mistura. O

valor M+. 240 (100 %) corresponde a substância VIII, que está em maior porcentagem na

mistura. A Tabela 15 mostra os íons fragmentários correspondentes aos picos m/z revelados

no espectro de massas da mistura (9.3).























3.6. Determinação estrutural das substâncias X e Xl  
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A água mãe das frações reunidas de 90 a 186 apresentou material oleoso, cuja

análise do espectro de infravermelho (Figura 10.1) possui banda de absorção interpretada na

Tabela abaixo. 

Tabela 17 : Interpretação das bandas de absorção do espectro de infravermelho da mistura
de X e XI 

Atribuições 

3450 

3050 

2900 e 2860 

1600 νC=C (alceno)

ν O H

ν=CH

ν C H

νC=C (aromático)

νC-O (fenol)

1600, 1500 e 1450 

1160 

O espectro de RMN 1H possui um sinal múltiplo em 2,82 δ correspondente a

freqüência de prótons benzílicos, um singleto em 3,73 δ referente a grupo metoxila e os

sinais de próton aromáticos em 6,24 δ (sl) e multipleto em 7,17-7,23 δ. As demais absorções

de menor intensidade no espectro de RMN 1H (1D, Figura 10.2) e os sinais de interação

homonuclear presentes no espectro 2D (1H x 1H - COSY, Figura 10.3) revelou a presença de

mistura na fração analisada. Entre os sinais citados acima, só apresentam acoplamento os

prótons aromáticos menos protegidos. 



A comparação dos dados de RMN 1H e 13C com modelo citado na literatura (Mo-

5, Mo-6, Mo-7) [32,33,34,35,36] permitiu identificar os deslocamentos dos carbonos
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Os sinais de absorção dos prótons do componente em menor quantidade revelou

interação entre os prótons aromáticos mais protegidos (6,37δ com 6,63δ e entre os

prótons aromáticos menos protegidos (7,24 δ com 7,47 δ. O sinal em 7,01 (d) e 3,80

correspondem, respectivamente, à freqüência de prótons olefínicos e metoxilícos (Figura

10.2, Tabela 18). 

O espectro de RMN 13C (50,3 MHz, PND e DEPT, Figura 10.4) confirmou a

presença das substâncias X e XI na mistura como proposto acima. Os sinais mais intensos de

CH2 (37,4 δ e 37,7 δ e CH (99,0 δ 106,5 δ 108,0 δ 126,3 δ e 128,4 δ permitiram

caracterizar as substâncias da mistura como sendo da classe dos estilbenos que possuem um

anel dissubstituído (11 a). 



95 

quaternários e propor a estrutura de dois derivados da, pinossilvina como sendo o 3-metoxi- 

5-hidroxi-7,8-dihidroestilbeno (11). A Tabela 18 mostra as atribuições das freqüências de 

absorção de próton e carbono destes componentes que foram interpretadas com o auxilio 

dos espectros bidimensionais 2D (1H x 13C - COSY, 1JCH e nJCH n = 2 e 3) (Figura 10.5 e

Figura 10.6). as interações a duas ligações (2JCH) garantem as atribuições feitas para o C-1

(H-7), C-4 (H-2 e H-6), C-5 (H-6) e C-1 '(H-8, H-2' e H-6') e a três ligações (3JCH) mostra as

interações entre C-2 (H-7), C-3 (H-2 e OCH3), C-7 (H-2 e H-6), C-8 (H-2' e H-6'), C-2' (H-

8) e C-6' (H-8). Os sinais e intensidades no espectro são compatíveis com as freqüências de

XI (Tabela 18). 



























CH3 CH2 CH                                 C

184,1 

31,8 

35,1 

135,9 

41,2 

150,3 

51,1 

120,9 

44,9 

109,2 

46,0 

38,7 

36,9 

31,0 

25,1 

20,0 

17,9 

(CH2)8    (CH)4   (C4)(CO2H)(CH3)3

15,3 

17,1 

21,4 

O grupo vinila identificado através dos sinais de δC: 109,2 (CH2) e 150,5 (CH)

(Figura 12.1) e os sinais de δH do sistema ABX : 5,78 δ (dd, 17,0 e 9,6, 1H), 4,90 δ (dd,

17,0 e 1,2, 1H) e 4,89 δ (dd, 10,0 e 1,2, 1H) (Figura 12.2 e 12.3) permitiram concluir que

Tabela 20 : Número de CH3, CH2, CH e C da substância XII obtido da análise do espectro
de RMN 13C (PND e DEPT, CDCl3)

A análise do espectro de RMN 13C (50,3 MHz, PND e DEPT, Figura XII-1)

permitiu identificar o n° de C, CH, CH2, CH3 e deduzir sua fórmula molecular parcial, C20H29

(Tabela 20). Levando em consideração que o valor δC = 183,9 corresponde a freqüência de

absorção de carboxila, pode-se ampliar a fórmula molecular para C10H30O2. Esta fórmula

molecular e o n º de metilas reveladas no espectro de DEPT (Figura 12.1) e de próton

(Figura 12.2) permitiram classificar esta substância como um diterpeno.

3.7. Determinação estrutural da substância XII 

108



109

este diterpeno pertence a classe dos pimaranos (Mo-6 e Mo-7). Os sinais de 135,9 δ (C) e

120,9 (CH) (Figura 12.1) e de : 5,30 δ (d (1), 1H) correspondem a uma dupla

trissubstituída em uma posição que gera acoplamento com os prótons vizinhos conforme

sinal presente no espectro 2D (1H x 1H - COSY, Figura 12.3).

A comparação dos deslocamentos da substância XII com os valores dos ácidos

isopimárico (Mo-9), pimárico (Mo-10) e sandaropimárico (Mo-8) registrados na literatura

(Tabela 21) permitiu propor para a substância XII a estrutura do ácido isopimárico [37-41].

A configuração das metilas H3C-20 e H3C-19 são 1,3 diaxial. Esta proposta é

baseada no espectro obtido por subtração de espectros após irradiação na freqüência do

H3C-20 onde revela 8 % de efeito NOE sobre H3C-19 (1,25 δ). O efeito NOE sobre os

prótons vinílicos (0,90 δ, 2, 4 %) confirmam a freqüência de absorção de 0,86 ppm para os

prótons da metila 17. A ausência de efeito NOE sobre o próton H-7 justifica a posição de

H3C-17 em β (figura 12.4).

Na estrutura XII o C-10 (Mo-9) sofre um efeito γ protetor da dupla, 35,5 δ (∆δC =

2,6 ppm) o que não acontece com o Mo-8 que possui dupla com valor em 38,1 δ. O valor
























