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RE SUMO 

Este trabalho descreve o isolamento, a purificação e a caracterização de quatro 

constituintes  químicos  presentes no extrato acetato de etila das folhas de Eugenia jambolana 

Lamark (Myrtaceae). Esta espécie, comumente conhecida como "jambolão", é uma árvore 

ornamental encontrada em  regiões  tropicais e subtropicais do continente americano. 

Apresenta destacada importância na medicina popular devido ao uso da polpa do fruto como 

adstringente,  diurético,  digestivo e antidiabético. Dentre os constituintes  químicos 

anteriormente isolados desta espécie podemos citar flavonáides glicosilados e ttiterpenos nas 

folhas, antocianidinas nos frutos,  ácido oleanólico nas flores e óleos essenciais nas folhas, 

sementes e frutos. Todos os compostos foram caracterizados por análises espectroscópicas de 

IV, RMN 1 H, RMN13C, RMNI3C/DEPT, RMN13C/APT, HETCOR e HETCOR LONG 

RANGE e por comparação com os dados noticiados pela literatura. 

Em adição,  descrever-se-á o comportamento eletroquimico preliminar de quatro 

flavonóides - quercetina (2), miricitrina (3) e miricetina 3-0-(4"-acetil)a-L-

rhamnopiranosideo (4) isolados e devidamente caracterizados e o padrão quercetina 3-0- 

glicosideo (5) - em meio hidro-alcoólico, com ênfase para o efeito da estrutura  química  no 

perfil voltamétrico. Um mecanismo de eletro-oxidação é proposto para 2 com base no efeito 

substituinte em C-3 e nos dados cinéticos obtidos a partir dos voltamop-amas  cíclicos. 

Destaque para 2 e 5, cujos catec6is são oxidados em potenciais próximos a 0,15 V/ECS, 

originando as quinonas correspondentes. Em seguida hi um rearranjo intramolecular devido 

ao ataque nucleofilico do oxigênio ligado em C-3 ao C-6', seguido por tautomerização ceto-

enólica. Os flavonóides 3 e 4 seguem um mecanismo de oxidação semelhante. 

xi 



I  

1. INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos tem-se observado um aumento significativo na procura por 

tratamentos alternativos para diversas patologias. Dentre estes tratamentos pode-se destacar a 

utilização da Fitoterapia como complemento aos tratamentos convencionais ou até mesmo 

substituindo-os. Isto pode estar, ou não, associado a fatores sócio-econômicos e culturais'.  A 

biodiversidade do Reino Vegetal constitui um verdadeiro arsenal terapêutico, do qual já foram 

extraídos vários farmacos reconhecidamente eficazes e seguros. Ácido salicilico (analgésico), 

morfina (analgésico narcótico), efedrina (adrenomimético), ergotamina (contra enxaqueca), 

guaiacol (expectorante), quelina (antiasmatico) e quinina (antimaldrico) são alguns exemplos 

de maior sucesso da contribuição da Fitoterapia à qualidade de vida 2 . 

Apesar disso, existe na imensa flora brasileira, um número incontável de plantas que 

apresentam propriedades terapêuticas ainda não comprovadas cientificamente. Para que estas 

plantas possam ser utilizadas de forma racional, eficaz e segura é necessário o 

desenvolvimento de estudos nesta area. Muitas vezes, plantas medicinais consideradas 

benéficas e até mesmo "milagrosas" podem tornar-se motivo de sérias preocupações devido a 

seus efeitos adversos ou tóxicos, decorrentes de seu uso indiscriminado 3. 4  

Portanto, o estudo das propriedades  químicas, farmacológicas e da correlação 

estrutura-atividade dos  princípios  ativos oriundos de plantas medicinais é um fator 

indispensável para garantir sua  eficácia  bem como para comprovar seu potencial terapéutico 5 . 

1.1. A Espécie Eugenia jambolana Lamark (Myrtaceae) 

A  família Myrtaceae abrange cerca de 75 gêneros com aproximadamente 3000 

espécies encontradas em regiões tropicais e subtropicais do globo terrestre. Dentre os gêneros 

desta  família  destaca-se o gênero Eugenia com cerca de 600 espécies, das quais 

aproximadamente 400 são encontradas em território brasileiro 6 . Algumas são utilizadas na 

medicina popular para diversas finalidades terapêuticas, apresentando propriedades tais como: 

antimicrobiana, anti-hipertensiva, antiinflamatória,  anti-reumática, antifebril, antidiarréica, 

digestiva e diurética7 . Investigações fitoquimicas destas espécies revelaram a presença de 

várias classes de metabólitos secundários, tais como flavonóides, monoterpenos, triterpenos, 

sesquiterpenos, esteróis e tanino?' 9. 
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A espécie vegetal Eugenia jam bolana, popularmente conhecida como  jambolão, é uma 

Arvore ornamental comumente encontrada em regiões tropicais e subtropicais do continente 

americano 10 . Tem destacada importância na medicina popular, devido ao uso da polpa dos 

frutos como adstringente, diurético, digestivo e antidiabético". Dentre os constituintes 

anteriormente isolados desta espécie podemos citar flavonéddes glicosilados 7  e triterpenos u  

nas folhas, antocianidinas nos frutos",  ácido  oleanólico nas flores 14  e óleos essenciais nas 

folhas, sementes e frutos". 

Até o presente trabalho a literatura não relatava a presença de flavonóides glicosidicos 

acetilados nas folhas de Eugenia jambolanal6'17  , bem como o comportamento eletroquimico 

detalhado em meio "tipo-aquoso" de flavonáides 18 . 

1.2. Considerações Gerais sobre Flavonáides 

Os flavonóides constituem uma importante e diversificada classe de metabólitos 

secundários  com vasta ocorrência na natureza. Apresentam um núcleo fundamental com 15 

átomos  de carbono, formado por dois anéis aromáticos ligados entre si por uma cadeia de três 

átomos de carbono (C6-C3-C6) 2 . A figura 1 mostra o núcleo fundamental dos flavonóides e a 

numeração dos átomos de carbono com a denominação de cada anel. 

o  

Figura 1. Núcleo fundamental dos flavonéddes. 

De um modo geral, estes compostos diferem entre si pelo número e pela posição dos 

grupos substituintes nos anéis A, B e C, além da presença ou não da dupla ligação e da 

carbonila no anel C. Além disso, podem ser encontrados derivados glicosilados, metilados, 

acetilados, prenilados ou sulfatados 19 . 

Da biossintese geral dos flavonóides participam como intermediários fundamentais, a 

p-cumaroil-CoA e três unidades de malonil-CoA para alongar a cadeia lateral da unidade 

fenilpropanoidica original. 0 fechamento do anel A produz a estrutura da chalcona e a reação 
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seguinte fecha o anel B". A figura 2 mostra um esquema da rota biossintética para 

flavonóides. 

Figura 2. Esquema da rota biossintética para flavonáides. 
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Os flavonoides apresentam diversas atividades biológicas, sendo que a capacidade 

antioxidante é uma das principais. A atividade antiinflamatória, analgésica, antialérgica, 

antiviral e anticarcinogênica são alguns exemplos da importância farmacológica destes 

metabolitos naturais21 . 

As propriedades antioxidantes estão associadas à capacidade de estabilização e/ou 

doação de elétrons e formação de quelatos com metais de transição (inibição da reação de 

Fenton)22' 23 . Desempenhando a  função  de antioxidante natural, os flavonoides sofrem reações 

que envolvem mecanismos de transferência de carga, possibilitando o estudo dessas reações 

através de métodos eletroquimicos, os quais têm sido pouco utilizados para esta finalidade 24 . 

Assim, o estudo eletroquimico destes compostos é de fundamental importância para a 

compreensão do mecanismo de eletro-oxidação envolvido durante sua ação biológica e para a 

obtenção de uma correlação estrutura-atividade antioxidante 25' 26 . 

A avaliação do comportamento eletroquimico em meio hidroalcoolico dos flavonoides 

apresentados na figura 3 — quercetina (2), miricitrina (3), miricetina 3-0-(4"-acetil)-a-L-

rhamnopiranosideo (4) isolados das folhas da espécie Eugenia jambolana e devidamente 

caracterizados I6, e um padrão do flavonoide quercetina 3-0-glucosideo (5) — foi realizada 

através voltametria  cíclica.  Neste trabalho serão apresentados alguns resultados preliminares, 

principalmente em relação a 2. 0 estudo eletroquimico completo dos flavonoides constitui 

parte dos estudos a serem desenvolvidos durante o mestrado. 
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5 

Figura 3. Estrutura  química  dos flavonóides estudados por métodos eletroquimicos. 
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2. OBJETIVOS 

Este trabalho tem como objetivos o isolamento, a purificação e a identificação dos 

constituintes  químicos  presentes no extrato acetato de etila das folhas da espécie vegetal 

Eugenia jambolana Lamark (Myrtaceae). Ern adição,  far-se-á  um estudo do comportamento 

eletroquimico em meio hidroalcoOlico dos flavonOides isolados e devidamente caracterizados, 

com ênfase para o efeito estrutural no perfil voltamétrico. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1. Coleta e Identificação da Espécie Vegetal Eugenia jambolana Lamark (Myrtaceae) 

A espécie vegetal Eugenia jambokma Lamark pertencente à  família Myrtaceae foi 

coletada no Campus da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em dezembro de 

1998 na cidade de Florianópolis - SC. Este espécime foi identificado no Departamento de 

Botânica,  da Universidade Federal de Santa Catarina, pelo Prof. Dr. Ademir Reis e depositada 
sob o número 31.270 no  Herbário  da UFSC. 

3.2. Obtenção dos Extratos 

Após a coleta e a identificação, as folhas de Eugenia jambolana foram lavadas e secas 
na sombra em temperatura ambiente com rendimento de 550 g de material desidratado. 
Posteriormente foram  moídas e extraídas por maceração à temperatura ambiente com 
Et0H/H20 (80:20) durante 15 dias. Depois da fase de maceração, o extrato bruto 
hidroalcoólico foi filtrado e posteriormente concentrado até 1/3 de seu volume inicial em 
evaporador  rotatório  sob pressão reduzida. Este extrato foi então refrigerado a 10 °C por 24 
horas e filtrado para a remoção das ceras e do material graxo. 0 extrato filtrado foi submetido 

partição (extração liquido-liquido) com os solventes hexano, clorofórmio, acetato de etila e 
n-butanol no modo gradiente, sendo que cada solvente foi destilado separadamente em 

evaporador rotatório à pressão reduzida e sob temperatura controlada. [Um esquema 
demonstrativo da obtenção dos extratos é apresentado na pagina ix]. 

3.3. Métodos Cromatogrificos 

Em geral, o fracionamento cromatográfico de extratos vegetais é feito através de 
sucessivas cromatografias em coluna de silica gel, onde o extrato em estudo é misturado com 

silica gel (RS, 0 0,05/0,20 mm), na proporção de um para dois respectivamente para a 

obtenção da pastilha. Neste método utiliza-se uma coluna de vidro, cujas  dimensões  variam de 

acordo com a quantidade de pastilha a ser cromatografada, empacotada com silica gel (RS, 
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0 0,05/0,20 mm), na proporção de aproximadamente 2/3 de silica para 1/3 de pastilha. 

Como fase móvel são utilizados os solventes hexano, hexano/acetato de etila, acetato de etila, 

acetato de etila/etanol, etanol e metanol, sempre em ordem crescente de polaridade.  Então, 

coleta-se  frações  de mesmo volume, que são concentradas em evaporador rotativo sob pressão 

reduzida e temperatura controlada, sendo posteriormente transferidas para frascos menores 

numerados de acordo com a ordem de eluição 27 . 

Com o intuito de obter uma análise prévia das frações coletadas no fracionamento 

cromatografico em coluna de silica gel utiliza-se a  análise  de cromatografia de camada 

delgada (TLC). Nesta  análise,  pontos pequenos das amostras são aplicados através de 

capilares em placas especificas para TLC, e eluidas em um solvente ou mistura de solventes 

que seja capaz de fornecer propriedades da amostra em questão. Posteriormente estas placas 

são reveladas em reveladores próprios para TLC de produtos naturais. As frações que 

apresentarem as mesmas  características  (mesmo valor de  índice  de retenção Rf) são reunidas e 

para purificá-las são recromatografadas 27 . 

Em todos os fracionamentos cromatogrificos foram empregados solventes adquiridos 

de fontes comerciais, tais como: Merck, Nuclear, Grupo  Química e Reagen. 0 

acompanhamento por cromatografia de camada delgada (TLC) foi realizado utilizando-se 

como fases estacionárias folhas de silica-gel de fabricação da Merck (PF254) com espessuras 

de 0,5 mm e como fases móveis misturas de solventes com proporções definidas. 

Além da luz de ultravioleta (comprimentos de onda de 254 nm e 365 nn), na revelação 

das cromatoplacas utilizou-se o vapor de iodo, a solução acida de anisaldeido e a solução de 

cloreto  fénico,  sendo que estes reveladores 4  fornecem diversas informações a respeito da 

amostra investigada e são muito utilizados em produtos naturais. Com  este procedimento 

pode-se verificar o grau de pureza das frações coletadas. 

3.4. Fracionamento Cromatogrifico do Extrato de Acetato de Etila 

Uma aliquota do extrato de acetato de etila foi submetida a sucessivas cromatografias 

em coluna de silica gel utilizando o sistema de eluentes hexano/acetato de etila e, acetato de 

etila/etanol ou acetato de etila/metanol no modo gradiente. [Um esquema do fracionamento 

cromatogrifico do extrato de acetato de etila é apresentado na página x]. 

0 fracionamento cromatogifico (F.C.) em coluna de silica gel, de uma aliquota do 

extrato de acetato de etila, resultou na coleta de 71 frações. A tabela 1 mostra os eluentes 
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utilizados no fracionamento cromatográfico (F.C.) de uma aliquota do extrato de acetato de 

etila. 

Este procedimento resultou após o monitoramento através das  análises  de TLC das 
frações coletadas, na obtenção de três  frações  para o presente estudo, as frações de 52 a 54 
reunidas (52 - 54), as frações de 62 a 66 reunidas (62 - 66) e a  fração  69 (69). A fração 52 — 
54 e a  fração  69 foram purificadas por técnicas de recristalização. 

Tabela 1. Eluentes utilizados no F. C. d 
Frações Eluentes 

1 a 6 100% Hexano 
7 a 15 90% Hexano /10%Acetato de etila 
16 a 20 80% Hexano I 20%Acetato de etila 
21 a 32 70% Hexano / 30%Acetato de etila 
33 a 47 60% Hexano / 40%Acetato de etila 
48 a 56 50% Hexano / 50%Acetato de etila 
57 a 63 30% Hexano / 70%Acetato de etila 

64 15% Hexano / 85%Acetato de etila 
64 a 69 10% Hexano / 90%Acetato de etila 

70 100% Acetato de etila 
71 50% Acetato de etila / 50% Etanol 

A fração 62 — 66 foi recromatografada em coluna de silica gel (Coluna A), onde foram 

coletadas 25 frações e após  análises  de TLC selecionadas duas frações para o presente estudo, 
a fração 4-A (4-A) e as frações reunidas 13-A e 14-A (13-A e 14-A). A tabela 2 mostra os 
eluentes utilizados na coluna A (Fração 62 - 66). 

Tabela 2. Eluentes utilizados na Coluna 
Frações  Eluentes 

1-A e 2-A  50% Hexano / 50%Acetato de etila 
3-A  45% Hexano / 55%Acetato de etila 
4-A 35% Hexano / 65%Acetato de etila 

5-A a 11-A 30% Hexano / 70%Acetato de etila 
12-A a 18-A 20% Hexano / 80%Acetato de etila 
19-A a 21-A 100% Acetato de etila 
22-A a 25-A 50% Acetato de etila / 50% Etanol 

A fração 4-A foi então purificada através de sucessivas recristalizações. A fração 13-A 

e 14-A foram reunidas e recromatografadas (Coluna B), onde foram coletadas 34 frações e 
após o monitoramento por TLC reunidas as frações de 9-B a 20-B (9-B a 20-B). A tabela 3 
mostra os eluentes utilizados na coluna B (Fração 13-A e 14-A). 



Tabela 3. Eluentes utilizados na Coluna B (Fração  I3-A a 14-A). 
Frações Eluentes 

1-B a 5-B 40% Hexano/ 60%Acetato de etila 
6-B a 8-B 30% Hexano/ 70%Acetato de etila 

9-B a 15-B 20% Hexano/ 80%Acetato de etila 
16-B a 21-B 15% Hexano/ 85%Acetato de etila 
22-B a 27-B 10% Hexano/ 90%Acetato de etila 
28-B a 31-B 90% Acetato de etila/ 10%Etanol 
32-B a 34-B 50%Acetato de etila/ 50% Etanol 

A  fração  9-B a 20-B foi submetida a outro fracionamento cromatográfico (Coluna C) 

que resultou em 12 frações sendo as frações de 3-C a 10-C (3-C a 10-C) reunidas após as 

análises  de TLC. A tabela 4 mostra os eluentes utilizados na coluna C (Fração 9-B a 20-B). 

Tabela 4. Eluentes utilizados na Coluna C (Fração  9-B a 20-B). 
Frações Eluentes 

1-C a 4-C 40% Hexano / 60%Acetato de etila 
5-C a 7-C 35% Hexano / 65%Acetato de etila 

8-C a 10-C 20% Hexano / 80%Acetato de etila 
11-C 100% Acetato de etila 
12-C 90% Acetato de etila / 10% Etanol 

No fracionamento cromatografico (Coluna D) da fração 3-C a 10-C foram coletadas 

35 frações. A tabela 5 mostra os eluentes utilizados na coluna D (Fração 3-C a 10-C). 

10 
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Frações Eluentes 
1-D e 2-D 60% Hexano / 40%Acetato de etila 
3-D a 6-D 50% Hexano / 50%Acetato de etila 
7-D a 9-D 45% Hexano / 55%Acetato de etila 

10-D a 12-D 35% Hexano / 65%Acetato de etila 
13-D a 15-D 30% Hexano / 70%Acetato de etila 
16-D a 18-D 20% Hexano / 80%Acetato de etila 
19-D a 21-D 10% Hexano / 90%Acetato de etila 
22-D a 24-D 100%Acetato de etila 
25-D a 29-D 90% Acetato de etila / 10% Etanol 
30-D a 32-D 50% Acetato de etila / 50% Etanol 
33-D a 35-D 100% Etanol 

Tabel 

Neste procedimento foi selecionada a fração 15-D (15-D) para o presente estudo. 

Os sucessivos fracionamentos cromatogrificos resultaram na obtenção de quatro frações 

52-54, 4-A, 69 e 15-D. Estas frações foram analisadas por TLC em diversos sistemas de 

eluentes, sendo coeluidas com padrões  certificados  de flavonóides. Todas as frações 

apresentaram uma única mancha nas cromatoplacas, sendo este um dos  critérios  adotados 

quanto a pureza dos compostos. 

As quatro frações 52-54, 4-A, 69 e 15-D foram mantidas separadamente no dessecador 

por 24 horas e em seguida determinou-se o rendimento e o ponto de  fusão  de cada composto. 

Os pontos de  fusão  foram determinados em um aparelho Micro -Química  modelo 

MQAPF-301 do Laboratório de  Química Orgânica (Graduação), no Departamento de 

Química  da UFSC. 

3.5. Análises Espeetroscópicas 

As frações 52-54, 4-A, 69 e 15-D foram caracterizadas através de  análises 

espectroscópicas de IV, RMN 1H, RMN 13C, RMN13C/DEPT, RMN13C/APT, HETCOR e 

HETCOR LONG RANGE e por comparação com os dados da literatura29 . 

As analises por espectrometria no infravermelho, na região de 4000 cm-1  e 400 cm-1 , 

foram realizadas em pastilha compacta de brometo de  potássio  de grau espectroscópico e em 

espectrofotômetro Perkin Elmer modelo FT-IR 16 PC. 

Os espectros de RMN 1 H, RMN13C e RMN13C/DEPT foram registrados em 

espectrofotômetros Bruker AC 200 MHz e Bruker AC 50 MHz, respectivamente, na Central 
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de Análises do Departamento de Química da Universidade Federal de Santa Catarina. 

Utilizou-se tetrametilsilano (TMS) como referência interna e acetona deuterada como 

solvente, sendo os deslocamentos  químicos  medidos em unidades adimensionais 5 (ppm). 

Os espectros de RMN 1 H (75 MHz), RMN13C/APT (300 MHz), HETCOR e HETCOR 

LONG RANGE foram obtidos em espectrofotômetros Varian Gemini VXR 300F, no Centro 

Chimica dei Reccettori, da Universitta Cattólica Del Sacro Cuore de Roma. 

3.6.  Análises Eletroquimicas 

Os flavonóides isolados das folhas da espécie Eugenia jambolana Lamark (Myrtaceae) 

e devidamente caracterizados — quercetina (2), miricitrina (3), miricetina 3-0-(4"-acetil)-a-L-

ramnopiranosídeo (4) - e um padrão de quercetina 3-0-glucosideo (5) foram submetidos a 

análises eletroquimicas de voltametria  cíclica. 

As condições experimentais foram determinadas a partir de um trabalho exploratório 

inicial até chegar em resultados que possibilitaram demonstrar a aplicação dos métodos 

eletroquimicos na avaliação da atividade antioxidante, bem como no estudo dos mecanismos 

eletro-oxidativos. 

Utilizou-se um potenciostato/galvanostato EG & G PARC modelo 263A em conjunto 

com o logicitário M270 para obter os voltamogramas  cíclicos.  A célula eletroquímica 

compreendeu um sistema de três eletrodos: um disco de carbono  vítreo  de  área 0,0314 cm 2  

como eletrodo de trabalho, calomelano saturado como eletrodo de referência (os valores de 

potencial mencionados neste relatório são referentes a este eletrodo de referência) e como 

contra-eletrodo um cilindro de grafite espectrosc6pico. 0 eletrodo de trabalho foi 

cuidadosamente polido antes de cada experimento com uma pasta de alumina (0,05 um), 

disposto em um banho ultrassom para remoção da alumina remanescente e, em seguida, 

lavado com Agua desionizada. Empregou-se uma solução tampão de KH2PO4/K 2HPO4  (ambos 

0,05 mol.dm-3) e etanol (50150) (v/v) como eletrólito suporte. 0 pH da parte aquosa foi 

ajustado com KOH ou H3PO4. A solução foi desoxigenada borbulhando-se nitrogênio através 

da solução durante 8 minutos. A substância teste foi adicionada em massa, após a obtenção de 

um voltamograma cíclico a partir da solução livre da mesma, tal que a concentração final para 

cada flavonóide fosse de 0,8 mmol.dm -3  ou 1,4 mmol.dm-3. 
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Todos os reagentes utilizados nesta etapa do trabalho são de grau espectrosc6pico e 

adquiridos de fontes comerciais como Merck (H3PO4, K211PO4, KH2PO4 e KOH) e Grupo 

Química  (Etanol). Água destilada e desionizada foram utilizadas na preparação de todas as 

soluções. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Esta seção do trabalho  será  subdividida em duas partes: inicialmente  proceder-se-á  a 

exposição dos resultados referentes ao isolamento, purificação e caracterização dos 

constituintes  químicos  das folhas da espécie Eugenia jambolana Lamark (Myrtaceae). Na 

segunda parte, os resultados preliminares dos estudos eletroquimicos dos compostos sob 

investigação serão apresentados. 

4.1. Compostos Isolados do Extrato de Acetato de Etila das Folhas de E. jambolana 

Os sucessivos fracionamentos cromatográficos do extrato de acetato de etila das folhas da 

espécie Eugenia jambolana Lamark (Myrtaceae), resultaram na obtenção de quatro frações: 

52-54, 69, 4-A e 15-D. Estas frações foram analisadas por TLC em diversos sistemas de 

eluentes, sendo coeluidas com padrões certificados de flavoniiides. Neste procedimento todas 

as frações apresentaram uma única mancha nas cromatoplacas. Este foi um dos critérios 

adotados quanto à pureza dos compostos. [As estruturas  químicas  dos flavonóides isolados, 

encontram-se na página v]. 

Nas  análises  de TLC as frações 52-54, 4-A e 69 apresentaram o mesmo valor de R. .1 

daqueles padrões certificados de flavonóides miricetina (1), quercetina (2) e miricitrina (3), 

respectivamente. Estas amostras foram coeluidas no mesmo sistema de solventes. Após três 

recristalizações em acetona, cada fração resultou em um sólido amarelado. Determinou-se o 

ponto de fusão de cada amostra após estarem secas. 

Os espectros de IV, de RMN 1H, de RMN 13C e de RMN 13C/DEPT das frações 52-54, 69 e 

4-A não serão  apresentados neste relatório. A caracterização estrutural dos compostos 1 -3 está 

noticiada na literatura 29, os dados obtidos experimentalmente concordam com os já descritos 29  

e estes compostos são encontrados em diversas espécies de plantas. 

0 composto da fração 52-54 (rendimento de 0,023 %), apresentou ponto de fusão 350 — 

353°C. Este valor  está  em concordância com o descrito pela literatura 5  (p. f = 355°C) para a 

miricetina (1). Em adição, as análises de TLC, dos espectros de IV, RMN 111, RMN"C e 

RMN 13C/DEPT, e a comparação com os dados espectrais descritos pela literatura 29  

comprovaram que a fração 52-54 contém o flavonóide miricetina (1). 
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O composto da fração 4-A (rendimento de 0,0085 %), apresentou ponto de  fusão  308 - 

312°C o qual concorda com o valor do descrito 5  (p. f = 314°C) para a quercetina (2). As 
análises de TLC, dos espectros de IV, RMN1H, RMN13C e RMN13C/DEPT, e a comparação 

com os dados descritos pela literatura29  foi  possível  confirmar que a  fração  4-A contém 

flavonóide quercetina (2). 

O composto da  fração  69 (rendimento de 0,009 %), apresentou ponto de fusão 155 - 

159°C. Este fato é relevante, pois o valor do p. f descrito pela literaturas  é de 163 °C para 
miricitrina. Os resultados das análises de TLC e dos espectros de IV, RMN1H, RMN13C e 

RMN 13C/DEPT, e a comparação com os dados descritos pela literatura29  foi  possível  

comprovar que a fração 69 contém o flavonóide miricitrina (3). 

Identificação do flavonedde glicosidico acetilado miricetina 3-0-(4"-acetil)-a-L-

rhamnopiranosideo (4) 

O composto da fração 15-D, após três recristalizações em acetona, resultou em cristais 
amarelos com rendimento de 0,059%. O ponto de  fusão  ocorre no intervalo de 174 – 176°C. 

Observou-se apenas uma mancha na revelação da placa de TLC para o eluente 40/60 (v/v) 

hexano/AcOEt e 10 gotas de Ácido acético, sendo que o valor de Rf foi de 0,5 nestas 
condições. Neste mesmo eluente os flavonóides (2) e (3) apresentaram RI: de 0,78 e de 0,30, 

respectivamente. 

O espectro de IV (Espectro 1), mostrou intensa e larga absorção em 3480cm-1  para o 

estiramento 0—H sugerindo a presença de uma unidade glicosidica. Observou-se também a 
presença de absorções referentes a uma carbonila de éster em 1724 cm-1  e para uma carbonila 

conjugada em 1650 cm-1 , além das absorções em 1608, 1502 e 1452 cm-1  referentes ao 
estiramento C=C dos sistemas aromáticos. Com  estas observações pode-se propor que o 

composto da fração 15-D se trata de um flavonóide glicosidico que apresenta em sua estrutura 
um grupo éster. 

Nas análises dos espectros de RMN1H (Espectros 2, 5 e 6), pode-se constatar a presença 

de dois sistemas de prótons aromáticos. 0 primeiro sistema  atribuído  ao anel "B" de um 
flavon6de, mostra um padrão de substituição 3', 4', 5' - trihidróxi em  função  da presença de 
um singleto em 56.90 ppm com integração para dois hidrogênios,  atribuído  aos hidrogênios 
H-2' e H-6'. 0 outro sistema de prótons  aromáticos,  representado por um par de dubletes 
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centrados em 56.21 e 86.37 ppm, com constantes de acoplamento J 2.1 Hz para hidrogênios 

meta relacionados e integração para um hidrogênio cada definem o padrão de substituição 5, 7 

— dihidróxi do anel "A". Estes sinais referem-se aos hidrogênios H-6 e H-8, respectivamente. 

Estes dados  estão  de acordo com os já  descritos29  para a aglicona do flavonóide miricetina. 

A presença de uma molécula de rhamnopiranose pode ser observada através dos sinais 

em 55.46 ppm (1H, d, J 1.6 Hz) para o próton anomérico H-1" e em 54.82 ppm (1H, t, 

9.8Hz, H-4"), 84.21 ppm (111, dd, J 3.4 Hz e 1.6 Hz, H-2"), 53.92 ppm (1H,  da',  J 9.8 Hz e 

3.4 Hz, H-3"), 53.36 ppm (1H, dd, J9.8 Hz e 6.2 Hz, H-5") e 80.80 ppm (3H, d, J 6.2Hz, H-

6") para o grupo metila.  O  singleto em 52.05 ppm com integração para tits hidrogênios, 

juntamente com o estiramento CO  observado no espectro de IV em 1724 cm-1  indicam a 

presença de um grupo acetil na estrutura deste composto. 

Nos espectros de RMN13 C/APT (Espectros 3, 4, 7 e 8), pode-se confirmar a presença da 

aglicona do flavon6ide miiicetina, através da comparação com os dados descritos na 

literatura. 0 anel "A", com um padrão de substituição 5, 7-dihidróxi pode ser confirmado 

pela presença dos sinais em 594.8 e 599.4 ppm correspondentes aos carbonos metinicos C-8 e 

C-6, respectivamente. 0 carbono C-10 pode ser observado em 8105.9 ppm e os carbonos 

oxigenados C-5, C-7 e C-9 em 8166.0, 5163.2, 8158.6 ppm, respectivamente. 0 anel "B", 

com um padrão de substituição 3', 4', 5' -trihidróxi pode ser verificado pela presença do sinal 

em 899.8 ppm correspondente aos dois carbonos metinicos C-2' e C-6'. 0 sinal em 8121.8 

ppm foi  atribuído  ao carbono C-1' e os sinais para os carbonos oxigenados C-3' e C-5' foram 

observados em 8147.0 ppm e para o carbono C-4' em 8137.8 ppm. Nestes espectros pode ser 

comprovado o anel "C" da aglicona do flavonóide miricetina, através dos sinais em 5179.5 

ppm para a carbonila C-4 e em 8159.8 e 8135.5 ppm para os carbonos metinicos C-2 e C-3, 

respectivamente. 

A presença de uma unidade de rhamnopiranose pode ser observada através dos sinais em 

6102.5 ppm para o carbono anomérico C-1", em 517.6 ppm indicando o substituinte metila do 

carbono C-6" e em 871.6, 870.1 e 869.6 ppm para os carbonos C-2", C-3" e  

respectivamente. A presença do grupo acetil foi confirmada através dos sinais em 821.0 ppm 

para uma metila e em 8172.7 ppm para uma carbonila. 

Em adição, a confirmação estrutural deste composto foi realizada através de intensos 

estudos dos espectros bidimensionais de curta e longa distância, HETCOR (Espectro 9) e 

HETCOR LONG RANGE (Espectro 10), onde a localização do açúcar no carbono C-3 foi 

estabelecida com base no deslocamento para campo baixo do carbono C-2 (+14.0 ppm) e do 
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carbono C-4 (+3.7 ppm) em relação ao flavonóide miricetina 29 . A localização do grupo acetil 

no carbono C-4" foi estabelecida avaliando-se o efeito anisotrópico do grupo acetil, onde 

observou-se um deslocamento para campo baixo do sinal referente ao carbono C-4" (+2.0 

ppm) e para campo alto dos sinais dos carbonos C-3" (-1.8 ppm) e C-5" (-2.0 ppm) em 

relação aos deslocamentos  químicos  dos carbonos da unidade de ramnopiranose30 . 

Finalmente, através do experimento de INEPT-seletivo, foi  possível  observar que a irradiação 

do hidrogênio H-4" (54.82 ppm) intensificou o sinal 5172.7 ppm referente a carbonila do 

grupo acetil, confirmando inequivocamente que o grupo acetil esta ligado ao carbono C-4" da 

unidade de ramnopiranose. Logo, a fração 15-D 6 o fiavonáide glicosidico acetilado, 

miricetina 3-0-(4"-acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4). 

0 isolamento e identificação deste flavonóide glicosidico acetilado, miricetina 3-0- 

(4"-acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4) foi pela primeira vez descrito no Gênero Eugenia. 

4.2. Propriedades Eletroquimicas em Meio Hidro-alcoólico 

A figura 4 mostra os voltamogramas  cíclicos  (VC) obtidos com um eletrodo de 

carbono  vítreo  para os flavonáides 2, 3, 4 e 5 na concentração de 0,8 mmol.dm-3  em meio de 

etanollsolução aquosa de KH2PO4/ K2HPO4, (ambos 0,5 mmol.dm-3) 50/50 (v/v), com pHçinai 

= 7,4, para velocidade de variação de potencial (v) de 100 mV.s-1 . 

Figura 4. Voltamogramas  cíclicos  para os flavonóides 2-5 em solução hidro-alcoólica 50/50 

(v/v) (C,fitrem, [flavonóides] = 0,8 mmol.dm -3 , pHfi„m= 7,4; v = 100mV.s-1). 
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Nesta figura, observa-se uma reação de transferência de carga ern E pl  --. 180 mV, 

comum a todos os compostos sob investigação. No caso da quercetina (2) são notados, 

adicionalmente, dois picos de oxidação: um em 570 mV (Ep u) e outro em torno de 900 mV 

(Epm). No sentido inverso da variação do potencial, somente a miricitrina (4) exibe um pico 

redução para estas condições experimentais, como pode ser visto em potenciais em torno de — 

570 mV (Epw). 

0 primeiro pico, pico I, corresponde a oxidação dos substituintes 3', 4'-dihidróxi do 

anel "B" destes compostos. A atribuição deste processo oxidativo a esta parte da  molécula 

está fundamentada pela maior tendência à doação de elétrons das hidroxilas nas posições 3' e 

4' do referido anel. A oxidação de grupos fenólicos que apresentam orto-hidroxilas tem sido 

escopo de vários estudos no GEPEEA26' 31 . 

Ep11  (570 mV/ECS), observado apenas para o flavonóide 2, corresponde a oxidação 

do grupo OH presente no carbono C-3. Esta reação não é observada para os demais 

flavonóides investigados pois nos outros casos o oxigênio ligado ao carbono C-3 encontra-se 

conjugado com uma molécula de açúcar. 

0 pico III (Eplu  = 900 mV/ECS), embora não esteja  nítido  na figura 4, existente para 

os quatro flavonáides (2-5) refere-se a oxidação dos grupos substituintes OH das posições 5 e 

7 do anel "A". 

Os produtos de oxidação/redução em cada pico não foram, até o momento, 

devidamente identificados. 0 estudo completo de cada flavonáide exige um bom tempo de 

equipamento e dedicação. Desse modo, nesta seção do trabalho apresentaremos apenas os 

resultados das propriedades eletroquimicas em meio hidroalcoólico para o flavonóide 2, 

fazendo-se inferências sobre seu comportamento com base, apenas, nos resultados 

eletroquimicos e àqueles já noticiados pela literatura especializada. 
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Influencia do pH 

A figura 5 mostra os voltamogramas  cíclicos  para a quercetina (2) 0,8 mmol.dm-3  para 

v = 100 mV. s4  obtidos em diferentes condições de pH. 

20 

15 

10 

— 5 

o 

-5 

-750 -500 -250 0 250 500 750 1000 1250 
E / mV (ECS) 

Figura 5. Voltamogramas  cíclicos  para a quercetina 0,8 mmol.dm -3  e v = 100 mV.s-1  em 

diferentes pH. 

Nesta figura pode-se ver que a concentração do próton produz alterações bastante 

significativas no perfil voltamétrico de 2. Isto indica uma participação efetiva do ion H no 

mecanismo eletro-oxidativo em todas as etapas (picos I, II e III). De fato, a importância do 

pH para a atividade antioxidante é amplamente reconhecida26'31 . O aumento do pH provoca, 

em geral, um aumento na tendência  à  doação de elétrons da espécie, o que é refletido pelo 

deslocamento dos potenciais de pico para valores menos anódicos, resultando no aumento da 

atividade antioxidante. A figura 6 mostra a variação de Epi  e Epil  em  função  do pH. Em 

relação ao Epl, nota-se que quando o pH é aumentado hi um decréscimo linear de Epl  com 

uma inclinação de —60,0 mV.p11-1 , a qual esta de acordo com o esperado pela equação de 

Nernst (-60,0 mV.pII-1) para uma transferência eletrônica seguida de desprotonação 

envolvendo número iguais de elétrons (n) e prótons (m), sendo que n=m=2. A eletrólise 

completa da substância neste potencial esta sendo conduzida atualmente no intuito de 

confirmar o valor de n e m, bem como medidas de cronoamperometria. 
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0 pico II, por sua vez, apresenta SEpll/6pH = -45 mV/pH. Este valor sugere que n>  m. 
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Figura 6. Variação de 4 1  e Epll  em função do pH; [quercetina] = 0,8 mmol.dm -3  e v = 100 

Influência da velocidade de variação de potencial (v) 

A figura 7 mostra a influência da velocidade de variação de potencial no perfil 

voltamétrico da quercetina, para concentração de 0,8 mmol.dm -3  e pH = 7,4. t,  possível  notar 

que o aumento de v provoca o deslocamento de Epi e  E1)'   (para valores mais positivos). Em 

adição, ha um aumento nos valores das respectivas densidades de corrente. A figura 8 mostra 

a variação de Epl  e de em  função  de log v. Os valores de cada parâmetro foram extraídos 

da figura 7. Pode-se verificar que E pi  praticamente independe de v para v 5 25 mV.s-1  

(característico  para sistemas  reversíveis)  ao passo que para v 25 mV.s-1  Epi  aumenta 

linearmente em relação à década de velocidade com SE'/log(v) = 61 mV.log(mV.s -1 )-1  

Em relação a. corrente de pico, tem-se um comportamento com boa linearidade, sendo 

que Slog(ipl)/Slog(v) 0,5. Este valor é característico  de processos controlados por difusão 32  . 

Os mesmo  comentários  são  válidos  para os demais pH e também para o pico II, tanto em 

relação ao potencial de pico quanto à corrente de pico. 
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Figura 7. Voltamogramas  cíclicos  para a quercetina 0,8 mmol.dm-3 em pH 7,4 para 

diferentes velocidades de variação do potencial. 

Figura 8. Variação de 	e em função de log (v); dados  extraídos  da figura 7 ([quercetina 

= 0,8 mmol.dm-3, pH = 7,4). 
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E interessante atentar, ainda, para o efeito de v no processo II. Conforme v aumenta o 

pico II torna-se mais  nítido (para v = 5 - voltamograma não mostrado — Epil  não 

aparece). Este comportamento sugere que o produto de oxidação formado no pico I (agora 

genericamente chamado de A) é eletroquimicamente ativo e instável, sofrendo, portanto, 

reações químicas homogêneas. As reações químicas homogéneas de A geram  substâncias 

eletroquimicamente inativas. Assim sendo, para velocidades altas, atinge-se a região de 

potencial do pico II (onde A é oxidado) antes de A se decompor (em espécies 

eletroquimicamente inativas). 

Influencia de modificações no potencial de inverstio anódico (Ex a) 

Conforme apontado anteriormente, existe uma reação química homogênea 

subseqüente à formação do produto de oxidação em I. A modificação do potencial de inversão 

anódico torna-se, em casos como este, um artificio  plausível  para um melhor entendimento do 

comportamento específico dos processos que ocorrem em um determinado pico. A figura 9 

mostra os voltamogramas  cíclicos  obtidos para a quercetina com Eta  imediatamente superior 

a Ep1  para concentração de 1,4 mmol.dm -3, v = 50 e 250 mV.s-1  para pH 1,5 e 7,4. Nesta 

figura, pode-se observar que é possível reduzir o produto de oxidação gerado no pico I (A) se 

a programação potencial/tempo for modificada, como mostrado. Neste caso, o sistema é 

descrito de acordo com o mecanismo to tipo EC, sendo a etapa eletroquímica  reversível, 

dependente da velocidade de variação do potencial. Um comportamento muito semelhante a 

este é obtido para o ácido cafeico 31 . 

A razão entre a corrente de pico catódica (ip.) e a corrente de pico anódica (ipa) 

(ipciiipal) é menor para a velocidade de 50 mV.s -1  do que para 250 mV.s-1 . Isto caracteriza a 

instabilidade do produto formado no pico I; para velocidades rápidas, situação na qual a 

condição  termodinâmica  para redução é atingida num espaço de tempo menor, a quantidade 

de espécies reduzidas é maior. Através de voltamogramas como os mostrados na figura 9, é 

possível  obter a constantes de velocidade para o desaparecimento do composto formado. 0 

procedimento para obter tal parâmetro fisico-químico envolve simulação de voltamogramas 

cíclicos, o que será feito em breve. 
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Há, contudo, uma peculiaridade a ser notada na figura 9: a estabilidade do produto é 

maior para o pH mais  básico  (observe a  razão  ipel/ipal) do que para o pH ácido. Este resultado é 

contrário àquele obtido para o Acido cafeico (figura 10), sendo que ambos consistem em um 

processo de transferência de dois elétrons e dois prótons, culminando na formação da quinona 

correspondente. Este resultado  está  sendo discutido visando obter uma explicação 

conceitualmente e quimicamente correta. 

E/mV(ECS) 

Figura 9. Voltamogramas  cíclicos  para a 	Figura 10. Voltamogramas cíclicos 

quercetina 1,4 mmol.dm -3  obtidos em pH 	para o ácido  cafeico 0,8 mmol. dm -3  em 

( --)1,5 e ( )7,4 para v = 50 e 250 mV.s- 	pH 2,0 e 8,5; v = 5 mV.s-1 ; eletrodo de 

em meio hidro-alcoólico. 	 C vítreo.  

Efeito da estrutura química sobre a reação  química homogênea irreversível acoplada do 

processo I 

A figura 11 mostra a razão entre a corrente de pico  catódica e a corrente de pico 

anódica para os compostos estudados em pH 7,4. Observa-se que para a quercetina (2) a razão 

ipciiipal  atinge valores significativamente menores com o aumento da velocidade em 

comparação com os demais compostos. Isto sugere que o produto de oxidação de 2 é mais 
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instável  do que o produto formado para os demais compostos. Analisando-se as estruturas 
correspondentes de 2 a 5 é possível  atentar que a principal diferença é o substituinte em C-3. 

Somente para a quercetina ha uma hidroxila, sendo que nos outros compostos este grupo é um 

éter. Dessa forma, evidencia-se que esta parte da molécula dos flavonáides estudados 

apresenta uma contribuição bastante acentuada para o destino do produto de oxidação 
formado no pico I, a orto-quinona correspondente. 

Na seção seguinte, sera proposto um mecanismo de oxidação para a quercetina, 

oportunidade em que estes resultados  serão  mais claramente interpretados. 

Figura 11. Variação da razão i pcl/ipai  em função da velocidade de variação do potencial para 

os compostos estudados. ( Os dados foram  extraídos  de voltamogramas  cíclicos  obtidos com 
Ex,a  = 	+ 0,1 V; pH = 7,4). 

Mecanismo proposto para a eletro-oxidação da quercetina em meio hidro-akoólico 

0 mecanismo eletro-oxidativo pode ser proposto com base no efeito substituinte em 

C-3, nos dados cinéticos obtidos a partir dos voltamogramas  cíclicos  e, também, a partir da 
comparação com sistemas semelhantes estudados pelo GEPEEA e por outros grupos de 
pesquisa. 

A oxidação inicial da quercetina sobre um eletrodo de carbono  vítreo  envolve a 
transferência de dois elétrons e de dois prótons, originando a orto-quinona correspondente 
(figura 12). Esta orto-quinona sofre, na seqüência, reações  químicas homogêneas. Um dos 

principais caminhos de desaparecimento deste produto de oxidação consiste em um ataque 
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nucleofilico do substituinte hidroxila do carbono C-3 ao carbono C-6', o que origina um éter 

cíclico.  Esta etapa acontece apenas para o composto 2. Para os demais, cujo substituinte em 

C-3 corresponde a um oxigênio ligado à uma unidade açúcar, o ataque nucleofilico é inibido 

ou não favorável. Isto justifica os resultados representados na figura 11. 

0 segundo processo de oxidação (pico II) diz respeito h. oxidação do grupo OH ligado 

C-3. 0 pico II é observado somente para velocidades de variação do potencial elevadas, 

situação na qual o desaparecimento do reagente da reação é diminuído.  A oxidação 

provavelmente pode ser di-eletrônica . Isto é sugerido pela curva EpII  vs. pH, a qual apresenta 

uma inclinação de aproximadamente —45 mV.p1-1 -1 . Este valor implica, necessariamente, que o 

número de elétrons (n) seja maior do que o número de prótons (m). Dessa forma, observando-

se a estrutura e a parte da molécula em questão, é plausível  considerar que n pode ser igual a 

dois e m = 1. Contudo, experimentos cronoamperométricos e de eletrólise total  testarão  a 

proposta.  

0 pico III, por sua vez, corresponde A oxidação envolvendo o anel A, com formação 

de quinonas. Estas quinonas também são  instáveis,  já que não se observa redução das mesmas 

para velocidades de variação de potencial moderadas. 
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Figura 12. Mecanismo preliminar proposto para a eletro-oxidação da quercetina em meio hidro-alcoólico sobre um eletrodo de carbono 
vítreo. 
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5. CONCLUSÃO 

Os sucessivos fracionamentos cromatogrificos do extrato de acetato de etila das folhas da 

espécie Eugenia jainbolana Lamark (Myrtaceae), resultaram no isolamento e identificação de 

quatro flavonóides: quercetina (1), miricetina (2), miricitrina (3) e miricetina 3-0-(4"-acetil)- 

cc-L-rhamnopiranosideo (4). 

0 isolamento e identificação do flavonáide glicosidico acetilado miricetina 3-0-(4"- 

acetil)-a-L-rhamnopiranosideo foi pela primeira vez descrito no Gênero Eugenia. 

Um mecanismo eletro-oxidativo (figura 12) Ode ser proposto com base no efeito 

substituinte em C-3 e nos dados cinéticos obtidos a partir dos voltamogramas ciclicos. 

Destaque para o flavonóide quercetina (2), cuja elucidação do mecanismo  está  mais clara: o 

catecol é oxidado no pico I, dando origem à orto-quinona correspondente. Em seguida há um 

rearranjo intramolecular devido ao ataque nucleofilico do 0 ligado em C-3 ao C-6', seguido 

por tautomerização ceto-enólica. Este rearraxijo deve ser o principal fator responsável pela 

instabilidade da quinona formada. Nos picos II e III ocorre a oxidação do substituinte 

hidroxila ligado à C-3 e do anel A, respectivamente. 
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ANEXO I: ESPECTROS 



ESPECTRO 1 

        

         

         

         

Espectro de IV da miricetina 3-0-(4"-acetil)-a-L-rainnopiranosideo (4), em 
pastilha de KBr. 
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Espectro de RMN I II (200 MHz) em Acetona deuterada, da miricetina 3-0-(4"- 

acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4). 
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ESPECTRO 3 

Espectro de RMN 13C (50 MHz) em Acetona deuterada, da miricetina 3-0-(4"- 

acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4). 
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ESPECTRO 4 

Espectro de DEPT (50 MHz) em Acetona deuterada, da miricetina 3-0-(4"- 

acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4). 
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ESPECTRO 5 

Espectro de RMN IH (300 MHz) em Acetona deuterada, da tniricetina 3-0-(4"- 
acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4), na região de 1 a 7 ppm. Nas figuras inseridas estão as 
ampliações. 



3PECTRO 6 

Espectro de RIVIN IE (300 MHz) em Acetona deuterada, da miricetina 3-0-(4"- 

etil)-a-L-ramnopiranosideo (4), na região de 3,4 a 5,4 ppm. Nas -figuras inseridas estão 

ampliações. 
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ESPECTRO 7 

Espectro de RMN 13C/APT (75 MHz) em Acetona deuterada, da miricetina 3-0- 

(4"-acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4), na região de 110 a 180 ppm. 
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ESPECTRO 8 

Espectro de RMN13C/APT (75 MHz) em Acetona deuterada, da miricetina 3-0- 

(4"-acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4), na região de 10 a 100 ppm. 
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ESPECTRO 9 

Espectro de HETCOR ( 1 H - 13C) em Acetona deuterada da miricetina 3-0-(4"- 
acetil)-cc-L-ramnopiranosideo (4). 
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ESPECTRO  lo  

    

     

     

Espectro de HETCOR LONG RANGE CH — ' 3 C) em Acetona deuterada da 

miricetina 3-0-(4"-acetil)-a-L-ramnopiranosideo (4). 
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