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1 RESUMO

O ipé-roxo, Tabebuia heptaphylla, pertence a familia das Bignoniaceaes,
tipica de regides tropicais. E uma arvore de grande valor decorativo, 6tima para
parques e jardins. A madeira, como a de quase todos os ipés (género
Tabebuia) € de cerne resistente, prestando-se para diversos trabalhos de
marcenaria e carpintaria. O ipé-roxo apresenta grande utilizagdo na medicina
popular no tratamento de diversas enfermidades e estudos tém relatado que a
especie possui propriedades medicinais.

Estudos fitoquimicos realizados com Tabebuia heptaphylla revelaram a
presenca de derivados do acido benzdico, quinonas, naftoquinonas,
flavondides, iriddides glicosilados e terpendides. Neste trabalho objetivou-se
realizar um novo estudo fitoquimico com as cascas da espécie, direcionado a
obtencdo de derivados do acido benzoico através de extragbes acido-base e
avaliagao de seu potencial antioxidante.

Com o extrato hidroalcodlico obtido apdés maceragdo exaustiva das
cascas de Tabebuia heptaphylla foram realizadas extragcbes com AcOEt
fazendo variagdes no pH.

Em uma primeira sequéncia de extracbes as fracbes acida e basica
foram submetidas a cromatografia em coluna. Deste procedimento dois
derivados do acido benzdico foram obtidos, respectivamente, o Acido Anisico e
o Acido Veratrico os quais foram identificados por IV, RMN "H e RMN "C.

Outras duas sequéncias de extracbes com variagdes no pH foram
realizadas. Da cromatografia em coluna na qual as fragdes acidas foram
submetidas a fracionamento, novamente foram isolados os derivados do acido
benzdico, identificados por comparacao de perfil cromatografico e IV. Da fragao
proveniente da extracio iniciada com o pH acido uma mistura de [(B-Sitosterol e
Stigmasterol foi obtida e identificada por IV, RMN 'H e RMN "3C.

A determinacdo do teor de fendlicos totais e do potencial redutor foi
realizada com todas as fracbes e com o extrato hidroalcodlico. O teor de
fendlicos obtido nas fragdes acidas foi semelhante. O potencial redutor foi
maior em fracbes que apresentaram maiores teores para fendlicos

corroborando com a atividade antioxidante atribuida aos mesmos.



2 INTRODUGAO

2.1 A Importancia dos Produtos Naturais

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tao antigo
quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até
mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e cultivadas em quintais
residenciais .

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese de
substancias bioativas, especialmente farmacos, tem sido amplamente relatado
ao longo do tempo. As plantas sao fontes importantes de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para
sintese de um grande numero de farmacos. Apesar do aumento de estudos
nessa area, dados de 1996 revelam que apenas 15 a 17% das plantas tiveram
seu potencial medicinal investigado 2.

O isolamento e o estudo de substancias naturais € uma preocupagao
central das ciéncias quimicas e bioldgicas. A bioquimica investiga a quimica de
produtos naturais oriundos do metabolismo primario, que produz substancias
essenciais para a vida e amplamente distribuidas nos seres vivos: aminoacidos,
lipidios, carboidratos e macromoléculas (proteinas, polissacarideos e acidos
nucléicos) 3.

A quimica dos produtos naturais tem por objetivo imediato o
esclarecimento e registro dos constituintes resultantes do metabolismo
secundario dos seres vivos, através do isolamento e elucidacdo de suas
estruturas moleculares. A importancia cientifica das pesquisas desenvolvidas
nesta area se traduz tanto pelos resultados obtidos com a consecucao de seus
objetivos imediatos (sdo conhecidos hoje milhares de compostos naturais)
como pela aplicagao imediata ou mediata destes resultados a outras areas
cientificas correlatas. O crescente desenvolvimento de novas técnicas
analiticas, como a cromatografia, € o constante aperfeicoamento dos
instrumentos de analise espectrométrica tém na quimica de produtos naturais,

ao lado da bioquimica, sua forca motora *.



2.2 Compostos fendlicos e a atividade antioxidante

Embora os vegetais contenham milhares de constituintes quimicos, as
propriedades terapéuticas estdo especialmente relacionadas aos chamados
metabdlitos secundarios. Alcaldides, terpenos, esterdides, flavondides,
cumarinas, xantonas, lignanas, fenilpropandides, acetofenonas, cromonas
quinonas, derivados do acido benzdico sido classes representativas de
metabdlitos secundarios presentes nas plantas 2°.

Compostos fenolicos constituem uma mistura complexa de produtos
originados do metabolismo secundario das plantas, que diferem em estrutura
quimica e reatividade. Sao constituidos quimicamente por pelo menos um anel
aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por um grupamento
hidroxila 2.

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos interfere em seu
comportamento fisico-quimico como solubilidade e fendbmeno de partigao.
Fendis de plantas sdo soluveis em agua e em solventes organicos, ionizaveis
em pKa entre 8 e 12. Assim, eles possuem grande diversidade de acidez e
solubilidade °.

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas
categorias, como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos
benzdico e cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados
e hidrolisaveis, lignanas e ligninas ’.

Todos os compostos fendlicos absorvem energia radiante na regiao do
ultravioleta e esta caracteristica fornece a base para a quantificacdo
espectrofotométrica de fendlicos totais. Estes métodos nao sao especificos e
podem superestimar o conteudo fendlico, entretanto sdao bastante utilizados
pela praticidade e simplicidade °.

Nos ultimos anos, uma substancial quantidade de resultados tem
colocado em evidéncia o papel chave dos radicais livres e outros oxidantes
como grandes responsaveis em parte pelo processo de envelhecimento e
favorecendo o aparecimento de doengas degenerativas associadas ao
envelhecimento, como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do
sistema imune e disfungdes cerebrais ®. A producdo de radicais livres é

controlada nos seres vivos por diversos compostos antioxidantes, tais como:



acido ascorbico (vitamina C) que combate os radicais livres nos fluidos
organicos, tocoferois (vitamina E) e carotendides que por sua vez mantém o
equilibrio de radicais livres nos tecidos adiposos, polifendis, e selénio °.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente
as suas propriedades redutoras. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelagdo de
metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacéo
do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela agcado de antioxidantes
fendlicos sao relativamente estaveis, devido a sua estabilizacdo por

ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias .

2.3 GéneroTabebuia

Os ipés sao arvores de porte mediano, em sua maioria silvestres,
pertencem ao género Tabebuia, antes dito Tecoma da familia Bignoniaceae "°.

A familia Bignoniaceae compreende 120 géneros e 800 espécies, de
ampla distribuicdo nas regides tropicais de todo o mundo, especialmente
frequentes nos tropicos americanos. No Brasil ocorrem cerca de 50 géneros e
350 espécies. Sao plantas lenhosas, arbustivas ou arbdreas e também
trepadeiras '""12,

Ipé é a designacao aplicada, da Bahia para o sul, a espécies do género
Tabebuia providas de cerne pesado e escuro, durissimo e imputrescivel; pau-d’
arco € o nome dado a eles da Amazobnia a Bahia. Tais madeiras mostram-se
pardo-olivaceas ou pardo-acastanhado-escuras, com reflexo esverdeado, lisas
e de aspecto oleoso; como a peroba-de-campos, sempre encerram lapachol,
cristais que, sob acado dos alcalis (potassa, soda), assumem coloracéo
intensamente vermelha. E dificil de serrar, servindo em construgdes pesadas e
estruturas externas, pontes, dormentes, tacos de bilhar e soalho, bengalas,
cangas, etc. Outras espécies de Tabebuia tém lenho mole e branco, sem
lapachol.

E caracteristico deste género, perder a folhagem quando da emiss&o
das flores; e o fazem com tal profusdo que os galhos desfolhados ficam
inteiramente revestidos; ao longe, sdao manchas vivamente coloridas na

paisagem. Poucas plantas podem competir, em magnificéncia, com um ipé



florido. Apdés a floragdo, voltam as folhas digitadas a recobrir os ramos,
enquanto os frutos prosseguem no desenvolvimento. As mais encontradas sob
cultivo sdo: Tabebuia heptaphylla (Vell.) Tol., dotado de flores em panicula,
roxas, roseas ou lilases; Tabebuia impetiginosa (Mart.) Standl., cujas flores em
corimbo tém a mesma cor; Tabebuia caraiba (Mart.) Bur., oriundo do cerrado,
leva flores amarelas; Tabebuia chrysotricha (Mart.) Standl., conhecido como ipé
tabaco, ainda com corolas luteas, mas distinto pela pilosidade ferruginea que o
reveste; Tabebuia vellozoi Tol. (o eminente T. longiflora (Vell.) Bur. & K. Sch.),
também com flores amarelas, porém, maximas e desprovido de pélos. Cybistax
antisyphilitica Mart. parece-se com a Tabebuia e o povo chama-a de ipé-

mandioca; contudo, as suas flores sdo verdes 10,

2.4 Espécie Tabebuia heptaphylla

Na boténica, a arvore Tabebuia heptaphylla é taxonomicamente

classificada como apresentado na Tabela 01 ™2,

Tabela 01: Classificacao taxonémica da Tabebuia heptaphylla

Reino Plantae
Filo Angiosperma
Classe Dicotiledénea
Ordem Tubiflorae
Familia Bignoniaceae
Género Tabebuia
Espécie heptaphylla

A Tabebuia heptaphylla (Figura 01) possui uma série de nomes
populares como: ipé, ipé roxo, ipé-roxo-de-sete-folhas, ipé preto, ipé rosa e
pau-d’arco-roxo .

E uma arvore de 10-20 m de altura, com tronco rolico e casca
acinzentada; ramos novos distintamente quadrangulares e cobertos de pélos
miudos; folhas digitadas com cinco ou sete foliolos peciolados 15 foliolos

glabros, membranaceos, de 5-14 cm de comprimento por 3-6 cm de largura.



Floresce durante os meses de julho a setembro com a planta totalmente
despida de folhagem. A frutificacdo verifica-se nos meses de setembro até
inicio de outubro.

A ocorréncia desta arvore é principalmente no sul da Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo, grande parte na Mata
Atlantica; é tipica de regides tropicais .

As folhas da Tabebuia heptaphylla sao popularmente empregadas no
caso de ulceras gastricas e duodenais e o cha da entrecasca é muito utilizado
contra gripes. O ipé-roxo também € indicado no tratamento de gastrite,

estomatite, bronquite e asma °.

Figura 01: Folhas, flores, sementes e tronco da Tabebuia heptaphylla

De acordo com a literatura, a Tabebuia heptaphylla é caracterizada
fitoquimicamente pela presenga de quinonas, naftoquinonas, flavondides e
iriddides.

Na década de 1960 desencadeou-se em todo o Brasil uma psicose
decorrente de uma fama subitamente propagada, que atribuia ao Ipé-roxo
propriedades curativas do cancer. Milhares de exemplares desta arvore foram,
na época, inescrupulosamente despojados de sua casca e com isto
condenados a morte, ja que tal operagdao implicava na remogao do tecido
cambial. Uma averiguagao criteriosa apurou a total improcedéncia da crenga
popular. No entanto, uma curiosa coincidéncia localiza no cerne dos ipés (n&o

na casca), uma substancia — lapachol — que revela uma série de propriedades



farmacoldgicas das mais interessantes, entre elas, também, um efeito inibidor
sobre o crescimento de tumores malignos. Ao mesmo tempo reduz ao que se
indica, a dor e com isso levanta o animo dos pacientes. Embora ndo sendo um
agente curativo, tais propriedades |lhe valeram alguma aplicagao clinica 10,

Os extratos do lenho de varias espécies de Tabebuia contém, sobretudo,
os compostos representados na Figura 02: lapachol (a) e desidro-a-lapachona
(d), lapachenol (c), a-lapachona (b), Rhinacantina A (e), Sternocarpona B (f),
Stenocarpoquinona A (h), Avicequinona A (g) e as lignanas secoisolariciresinol
(i) e cicloolivil (j), enquanto os extratos das cascas contém apenas tragos
dessas substancias e teores maiores de furonaftoquinonas citotdxicas '8

O lapachol apresentou atividade anti-tumoral in vitro e chegou a ser
testado clinicamente pelo NCI (National Céncer Institute, EUA). As
investigacbes foram suspensas devidas & baixa biodisponibilidade da
substancia, que tornava necessario o uso de altas doses para atingir
concentracdes terapéuticas no plasma. Essas doses implicavam efeitos toxicos,
entre os quais o prolongamento do tempo de protrombima, sendo esse efeito
anticoagulante devido possivelmente a similaridade estrutural do lapachol com

a vitamina K 7.
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Figura 02: Compostos presentes em espécies do género Tabebuia.

As atividades bioldgicas relatam que o lapachol e seus derivados tém
grande eficiéncia para os efeitos tripanocidas e moluscicidas.

O lapachol manifesta atividade fraca contra a forma amastigota do
parasita Leishmania donovani que ocorre nos macréfagos peritoneais dos
camundongos, de acordo com Schmeda-Hischmann e seus colaboradores
(2003).

Outros estudos feitos por Schmeda-Hischmann, mostraram que a a-e a
B-lapachona s&o membros de uma nova classe inibitéria do DNA
topoisomerase Il. A o-lapachona, em particular, pode ser considerada
detentora de um potencial que leve ao desenvolvimento de novas drogas, cujo
mecanismo de acdo é diminuir o efeito desta enzima ®.

A atividade antimicrobiana é relatada por Machado e colaboradores

(2003). A responsabilidade por essa atividade é atribuida as naftoquinonas,



com eficiéncia ja demonstrada no tratamento de infecgbes causadas por
Staphylococcus aureus, configurando uma boa escolha para o
desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de infeccdes
bacterianas °.

Segundo Bianco e colaboradores (1983), a Tabebuia heptaphylla contém
uma fracao glicosidica de 0,9 a 1,0%. O composto mais polar desta fragao foi
encontrado como sendo o iriddide glicosilado C-6 epimero do monomellitosidio
(5-B-hidroxiaucubina). Isto é notavel, ja que estes compostos, a aucubina e o
monomellitosidio, tinham sido encontrados apenas em plantas tipicas da zona
temperada .

Outros iriddides glicosilados (Fiigura 03) também foram isolados depois
deste como: 6-O-p-OH-benzoil-epi-monomelittosidio (4), 6-O-p-metoxi-benzoil-
epi-monomelittosidio, 6-O-p-OH-benzoil-ajugol (2a), 6-O-p-metoxibenzoil-ajugol
(2b), 6-O-p-3,4-dimetoxibenzoil-ajugol (2¢) e 6-O-p-OH-benzoil-6-epi-aucubina
(3). 21,22

Garcez e colaboradores (2007) recentemente relataram a obtencao de
novos constituintes (Figura 03) nas cascas do caule de Tabebuia heptaphylla.
O triterpenoide 3[3,60,21B-triidroxiolen-12-eno (5), assim como o iridéide 8a-
metil-8B-hidréxi-6p-(3',4'-dimetdxi)benzoiloxi-1a,3a-dimetdxi-octaidro-ciclopenta
[c] pirano sendo que existem poucos relatos sobre a ocorréncia de triterpenos
em espécies de Tabebuia. O glicosideo feniletandide verbascosideo sendo
descrito pela primeira vez no género Tabebuia, enquanto que o dialdeido
ciclopenténico  2-formil-5-(3',4'-dimetoxibenzoil6xi)-3-metil-ciclopent-2-em-1-il
(6) e o iridoide 8a-metil-8B-hidréxi-6B-(4'-hidroxi) benzoildxi-1a,3a-dimetoxi-
octaidro-ciclopenta[c]pirano foram relatados somente em  Tabebuia
impetiginosa e Tabebuia avellanedae, respectivamente. Trés derivados do
acido benzoico (1a, 1b e 1c) também foram obtidos, além de esqualeno,
sitosterol e sitostenona %.

Baseado na informacdo de que a espécie possui derivados do acido
benzdico, o presente trabalho objetiva a obtengdo destes e possiveis outros
acidos derivados do acido benzoico agregando assim informagdes a respeito

da composicao fitoquimica da espécie.
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Figura 03: Compostos presentes na Tabebuia heptaphylla.

(5) 6)

A figura 03 apresenta a estrutura de alguns compostos ja isolados da T.
heptaphylla, como (1) Derivados do acido benzdico respectivamente, (1a) acido
p-hidroxibenzdico, (1b) acido p-metoxibenzéico e (1¢) acido 3,4-
dimetoxibenzdico. (2) iriddides glicosilados (2a) 6-O-p-OH-benzoil-ajugol, (2b)
6-O-p-metoxibenzoil-ajugol e (2c) 6-O-p-3,4-dimetoxibenzoil-ajugol, (3) 6-O-p-
OH-benzoil-6-epi-aucubina, (4) 6-0O-p-OH-benzoil-epi-monomelittosidio, (5)
triterpenoide 3(3,6[3,21B-triidroxiolen-12-eno e o dialdeido ciclopenténico (6) 2-

formil-5-(3',4'-dimetoxibenzoil6xi)-3-metil-ciclopent-2-em-1-il.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo central deste trabalho é o isolamento e identificagdo de acidos
derivados do acido benzoico da espécie Tabebuia heptaphylla utilizando

técnicas de extracao acido-base e cromatografia de adsorgao.

3.2 Objetivos Especificos

+ Fracionar o extrato bruto de Tabebuia heptaphylla utilizando extracao

por particionamento liquido-liquido em meio acido e base;

+ |Isolar através de cromatografia em coluna de silica gel, analisando
através de cromatografia em camada delgada, acidos derivados do
acido benzoico e demais compostos provenientes das extracdes acido-

base;

+ Avaliar o teor de fendlicos totais e potencial redutor para o extrato bruto
e fragbes a fim de avaliar a eficiéncia das extragbes desta classe de

compostos;
+ Analisar os compostos purificados através de suas propriedades fisico-

quimicas e andlises espectroscopicas de IV, RMN "H e RMN 3C, a fim

de identificar os compostos isolados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias utilizadas

Os solventes utilizados foram adquiridos de fontes comerciais e usados
sem purificagdo prévia. As misturas de solventes foram feitas considerando
proporgao volume por volume (v/v) e devidamente recuperados para posterior
reutilizagao.

Nos fracionamentos cromatograficos em coluna, utilizou-se silica gel como
superficie adsorvente, na granulometria de 0,063-0,200 mm. O sistema de
eluentes utilizado foram misturas de n-hexano, acetato de etila e etanol com
aumento gradual da polaridade (0 a 100% EtOH).

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram usadas
cromatoplacas de aluminio revestidas com gel de silica 60 com 0,2 mm de
espessura (Merc). Todas as placas cromatograficas foram visualizadas,
primeiramente, com lampada de UV (comprimento de onda de 250 e 366 nm),

com posterior revelacdo em sulfato de cério, seguido de aquecimento.

4.2 Equipamentos

Os pontos de fusao foram determinados em aparelho da Microquimica
APF-301, sendo que nao sofreram nenhum tipo de correcao.

Para as leituras de absorbancia foi utilizado o espectrofotdmetro Perkin
Elmer UV/VIS em comprimentos de onda a 725 nm e 720 nm, respectivamente
para a determinagao do teor de fendlicos totais e potencial redutor.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em pastilhas de KBr anidro
de grau espectroscopico e em filme sobre janela de NaCl, com leituras na
regido de 4000 a 400 cm™ em espectrofotdmetro Perkin Elmer FT 16PC.

Os espectros de RMN 'H e "*C foram obtidos em aparelho Varian,
operando em 400 MHz para 'H e 100 MHz para "*C. Os deslocamentos
quimicos foram medidos em valores adimensionais & (ppm), utilizando

tetrametilsilano como referencial interno. As areas relativas dos picos foram
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obtidas por integragdo eletrénica e suas multiplicidades descritas como: s
(singleto), d (dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

4.3 Coleta e identificagao da Tabebuia heptaphylla

As cascas da Tabebuia heptaphylla utilizadas neste estudo sao
provindas da CHA-MEL IND. E COM. DE PROD. NATURAIS LTDA, localizada
em Campo Largo, Parana. O material foi coletado em margco de 2006 e

devidamente identificado sob o numero de lote 4753 e posteriormente seco

4.4 Obtencao do extrato bruto da T. heptaphylla

Uma vez que a espécie estava em estudo pelo grupo, a obtencdo do
extrato bruto ja havia sido realizada.

A obtengdo do mesmo procedeu-se da seguinte forma: apds a coleta e
identificacdo, o material (5 kg de T. heptaphylla), foi macerado estaticamente
por sete dias com etanol (95%) a temperatura ambiente, sendo, em seguida,
fitrado e concentrado usando-se evaporador rotatorio sob pressao reduzida,
até 1/3 do seu volume inicial, de forma que o solvente evaporado durante o
processo fosse recuperado, obtendo-se, assim, 919,18 g de extrato etandlico
bruto (Figura 04).

Cascas da Tabebuia heptaphylla
secas

Maceragéo por 7 dias e
evaporagéao do solvente.

Extrato Etandlico Bruto
m=919,18 g

Figura 04: Fluxograma da obtenc&o do extrato bruto.
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4.5 Extracoes acido-base

4.5.1 Parte |

Parte do extrato bruto (22,58 g) foi submetido a sucessivas extragbes por
AcOEt com variagdes no pH. Inicialmente a suspensao do EB em H,O/EtOH
teve seu pH elevado a 8 com uma solugcao de Na,CO3; 10%. Extracbes com
AcOEt foram realizadas sendo o solvente recuperado em evaporador rotatorio
€ a massa obtida denominada Fr. pH = 8.

A fragdo aquosa foi acidificada a pH aproximadamente 3 com uma
solugao de HCI 3,0 M. O produto das extragcdes com AcOEt apds 0 mesmo ser
evaporado e recuperado foi nomeado como Fr. pH = 3. Por fim, a fragcado
aquosa teve seu pH ajustado para 7 com Na,CO3 10%. Novamente extragdes
com AcOEt foram feitas, o solvente recuperado e o produto da extracéo
nomeado Fr. pH = 7. A fragdo aquosa foi armazenada.

A Figura 05 representa as etapas realizadas e as respectivas fragdes
obtidas.

EXTRATO BRUTO
m=22,58g

Extragdo com AcOEt -Suspensédo H,0/ Etanol pH = 8

Fragédo pH =8 Fragéo aquosa
m= 3,609

- Solugédo acida pH = 3

Extragdo com AcOEt

Fragdo aquosa Fragdo pH =3
m= 1,699

Extragdo com AcOEt - Ajuste para pH neutro

Fragdo aquosa FracdopH =7
m= 0,479

Figura 05: Fluxograma da sequéncia de extracoes.
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4.5.2 Parte |l

Uma nova sequéncia de extragdes com AcOEt mantendo-se o controle de
pH foi realizada. Inicialmente a suspensdo de H,O/EtOH com 25,00 g de
extrato bruto teve seu pH elevado a 11 com uma solugdo de NaOH 10%.
Extragcbes com AcOEt foram realizadas sendo o solvente recuperado em
evaporador rotatério e a massa final obtida denominada Fr. pH = 11.

A fragdo aquosa foi entdo acidificada a pH = 3 com uma solugéo de HCI
3,0 M. O produto das extracbes com AcOEt apés o mesmo ser evaporado e
recuperado foi denominado como Fr. pH = 3. A fracdo aquosa teve seu pH
ajustado para 7 com NaOH 10%. Novamente extragdes com AcOEt foram
feitas, o solvente recuperado e a massa resultante denominada Fr. pH = 7.
Com a fragcao aquosa neutra restante procedeu-se a extragao com n-butanol, o
mesmo foi recuperado obtendo-se a Fr. n-butanol. A fracdo aquosa também foi
evaporada a fim de se determinar a massa restante.

A Figura 06 representa as etapas realizadas e as fracoes obtidas.

EXTRATO BRUTO
m=25,00g

Extragdo com AcOEt -Suspenséo H,0/ Etanol pH = 11
Fragéo pH = 11 Frag&do aquosa
m= 1,59g
Extragdo com AcOEt - Solugao &cida pH = 3
[ Fragdo aquosa Fragdo pH =3
m= 2,879
Extragdo com AcOEt - Ajuste para pH neutro

Fragdo aquosa Fragdo pH=7
m=0,45g
- Extragcdo com n-butanol
Fragéo n-butanol Fragdo aquosa
m=8,04g m=10,40g

Figura 06: Fluxograma do primeiro procedimento de extracgdes.
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Em uma segunda etapa novamente uma suspensao de H,O/EtOH com
25,00 g de extrato bruto teve agora seu pH acidificado a 3 com uma solugéo
de HCI 3M. Procedeu-se extracbes com AcOEt o solvente foi recuperado em
evaporador rotatorio e a massa obtida denominada Fr. pH = 3.

O pH da fracdo aquosa foi elevado a aproximadamente 11 com uma
solugdo de NaOH 10%. O produto das extragdes com AcOEt apés 0 mesmo
ser evaporado e recuperado foi nomeado como Fr. pH = 11. A fragdo aquosa
teve seu pH ajustado para 7 com HCI 3M. Novamente extragdes com AcOEt
foram realizadas, o solvente recuperado e a massa obtida nomeada Fr. pH = 7.
Com a fragdo aquosa restante foi realizada uma extragcdo com n-butanol, o
mesmo foi evaporado e recuperado e o produto da extracdo denominado Fr. n-
butanol. A fim de se determinar a massa restante, a fracdo aquosa também foi
evaporada.

A Figura 07 representa as etapas realizadas e as respectivas fragdes
obtidas.

[ EXTRATO BRUTO

m=25,00g
Extragdo com AcOEt -Suspenséo H,0O/ Etanol pH = 3
Fragdo pH =3 Fragéo aquosa
m=4,10g
Extragdo com AcOEt - Solugéo basica pH = 11
Fragéo aquosa Fragéo pH = 11
m=0,70g
Extragdo com AcOEt - Ajuste para pH neutro

Fragdo aquosa Fracédo pH=7
m=0,44g

- Extragdo com n-butanol

Fracdo n-butanol Fracdo aquosa
m=3,47g m=15,12g

Figura 07: Fluxograma do segundo procedimento de extracdes.
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4.6 Fracionamentos
4.6.1 Parte |

Fracionamento da Fr. pH = 3:

A fragdo pH = 3 (1,69 g) foi submetida ao fracionamento cromatografico
em coluna (CC) empacotada com uma camada de 14,0 cm de altura por 4,5 cm
de didmetro de silica gel, como fase estacionaria. A amostra foi aplicada sob a
forma de uma pastilha de silica de 2,0 cm de altura ao topo desta coluna.
Utilizou-se como eluente o sistema n-hexano/AcOEt/ EtOH com polaridade
crescente (Tabela 2).

Tabela 02: Sistema de eluigdo empregado na cromatografia em pH = 3

n-hexano | AcOEt | EtOH | Fragdes
50 50 - 01-06
- 100 - 07-11
- 90 10 12-15
- 80 20 16-17
- - 100 18-19

Deste fracionamento cromatografico, foram obtidas 19 fragdes de 100 mL,
as quais foram analisadas por CCD. As fragdes que apresentaram semelhanca
em seus perfis cromatograficos foram, entdo, reunidas.

Com a reunido das fragcdes que apresentaram Rf semelhante, restaram
cinco fragdes: 01-02, 03-04, 05-07, 06, 08-19.

Ap6s a reunidao das fragoes 01-02, procedeu-se a purificagcdo por
recristalizacdo em n-hexano, resultando na obtencao de um composto cristalino
(56,1 mg), denominado de Ip-1. O mesmo foi submetido as analises de ponto
de fus3o, infravermelho, RMN 'H e RMN "3C.

O procedimento de purificagcdo por recristalizagdo em n-hexano das
fragdes reunidas 03-04 resultou na obtengdo de um composto cristalino (18,1
mg), nomeado Ip-2. O mesmo também foi submetido as analises de ponto de
fusdo, infravermelho, RMN "H e RMN "C.

As fragdes restantes foram guardadas para estudos posteriores.

17



Fracionamento da Fr. pH = 8:

A fragédo pH = 8 (3,60 g) foi submetida ao fracionamento cromatografico
em coluna (CC) empacotada com uma camada de 14,0 cm de altura por 4,5 cm
de didmetro de silica gel, como fase estacionaria. A amostra foi aplicada sob a
forma de uma pastilha de silica de 3,0 cm de altura ao topo desta coluna. O
sistema de eluentes com polaridade crescente entre n-hexano/AcOEt/ EtOH foi

usado novamente (Tabela 3).

Tabela 03 Sistema de eluicdo empregado na cromatografia da Fr. pH = 8

n-hexano | AcOEt | EtOH | Fragodes

80 20 - 01-07
70 30 - 08-10
50 50 - 11-12

- 100 - 13-17

- 80 20 18-20

- 70 30 21-22

- 50 50 23

- - 100 24

Com o fracionamento cromatografico, foram obtidas 24 fracbes de 100 mL,
as quais foram analisadas por CCD. As fragcbes foram reunidas pela
semelhanga em seus perfis cromatograficos.

Com a reunidao das fracbes com o Rf semelhante, restaram treze
fragbes: 01, 02, 03-04, 05, 06, 07, 08, 09, 10-12, 14-15, 13-16-17, 18-22, 23 -24.

Da purificacdo da fr. 02 por recristalizagdo em n-hexano obteve-se um
sélido cristalino (69,4 mg), denominado Ip-3 que foi submetido as analises de
PF e IV.

Com o procedimento de purificagdo realizado nas fr. 03-04 reunidas
obteve-se um sdlido cristalino (14,3 mg), nomeado de Ip-4 o qual foi submetido
as analises de PF e IV.

Com a fr. 06 a purificacdo por recristalizacdo foi realizada com AcOEt,
resultando em um composto cristalino (9,0 mg), denominado Ip-5. O mesmo foi
submetido também as analises de ponto de fusao e infravermelho.

Da purificagéo por recristalizagdo com acetona das fr. 14-15 reunidas um

composto amorfo foi obtido, contudo a quantidade deste composto nao foi
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suficiente para que alguma analise fosse realizada. As demais fragdes foram

armazenadas para maiores estudos.

4.6.2 Parte Il

Fracionamento da Fr. pH = 3 1° Procedimento:

A fragdo pH = 3 (2,57 g) foi submetida ao fracionamento cromatografico
em coluna (CC) empacotada com uma camada de 14,0 cm de altura por 4,5 cm
de diametro de silica gel, como fase estacionaria. Na forma de uma pastilha de
silica de 3,0 cm de altura a amostra foi aplicada ao topo desta coluna. Mais
uma vez como eluente foi utilizado o sistema n-hexano/AcOEt/ EtOH com
polaridade crescente (Tabela 4).

Tabela 04: Sistema de eluigdo empregado na cromatografia em pH = 3

1°Procedimento

n-hexano | AcOEt | EtOH | Fragdes
80 20 - 01-02
70 30 - 03-05
60 40 - 06
50 50 - 07
40 60 - 08-09
30 70 - 10-11
10 90 - 12-13
- 100 - 14-15
- 75 25 16-17
- - 100 18

O fracionamento cromatografico resultou na obtencdo de 18 fragbes de
100 mL, as quais foram analisadas por CCD. De acordo com a semelhanga em
seus perfis cromatograficos, as fracdes foram reunidas.

Com a reuniao das fragbes com o Rf semelhante, restaram oito fragdes:

01-02, 03, 04, 05-07, 12-13, 14-15, 16-17 e 18.

Da purificagcao por recristalizagao da fr. 01-02 com n-hexano obteve-se um
solido cristalino (68,4 mg) chamado de Ip-6 que foi submetido as analises de
PF e IV.
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O procedimento de purificagao por recristalizagdo com n-hexano realizado
na fr. 03 obteve-se um sdlido cristalino (8,3 mg) Ip-7 o qual foi submetido as
analises PF e IV.

Com a purificagao por recristalizagao alguns compostos foram obtidos, no
entanto a quantidade por estes compostos ndo foi suficiente para que alguma
andlise fosse realizada e as fragdes restantes foram separadas para mais

estudos.

Fracionamento da Fr. pH = 3 22 Procedimento:

A fragédo pH = 3 (3,85 g) foi submetida ao fracionamento cromatografico
em coluna (CC) empacotada com uma camada de 14,0 cm de altura por 4,5 cm
de didmetro de silica gel, como fase estacionaria. A amostra foi aplicada sob a
forma de uma pastilha de silica de 3,0 cm e altura ao topo desta coluna. Como
eluente utilizou-se o sistema n-hexano/AcOEt/ EtOH com polaridade crescente
(Tabela 05).

Tabela 05: Sistema de eluicdo empregado na cromatografia em pH = 3

2°Procedimento

n-hexano | AcOEt | EtOH | Fragodes
90 10 - 01-04
80 20 - 05-09
70 30 - 10-11
60 40 - 12-13
50 50 - 14-15
40 60 - 16-17
30 70 - 18-19
10 90 - 20-21
- 100 - 22-23
- 75 25 24-25
- - 100 26

Foram obtidas 26 fragdes de 100 mL com o procedimento cromatografico,
as quais foram analisadas por CCD. Pela semelhanga em seus perfis

cromatograficos, as fracdes foram reunidas.
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Com a reunido das fragbes com o Rf semelhante, restaram quatorze
fragbes: 01, 02, 03, 04, 05, 07-09, 10-15, 16-17, 18-19, 20-21, 22, 23, 24-25 e
26.

Da purificacdo da fr. 03, denominado Ip-8, por recristalizacdo com n-
hexano obteve-se um solido amorfo (9,4 mg) que foi submetido as analises de
PF, IV, RMN 'H e RMN ™C.

Com o procedimento de purificacdo por recristalizagdo com n-hexano
realizado na fr. 04 obteve-se um sdlido cristalino (94,3 mg) denominado Ip-9 o
qual foi submetido as analises de PF e IV.

Da purificacdo da fr.23 por recristalizagdo com AcOEt um composto
amorfo foi obtido, contudo a quantidade deste composto nao foi suficiente para
gue alguma analise fosse realizada.

Novamente com o procedimento de purificagdo por recristalizagao
alguns compostos foram obtidos, contudo a quantidade dos mesmos nao foi
suficiente para que alguma analise fosse realizada e todas as fragdes foram

separadas para estudos posteriores.

4.7 Testes antioxidantes

4.7.1 Determinacao do teor de fendlicos totais

Para a determinagao do teor de fendlicos totais utilizou-se o método
descrito por Anagnostopoulou e colaboradores (2006) através do reativo de
Folin-ciocalteau 2.

A 0,5 mL de uma solugdo da amostra (extrato e fragbes na concentragao
de 1000 ppm, diluidos em etanol), foram adicionados 5,0 mL de agua destilada
e 0,25 mL do reativo de Folin-ciocalteau. Adicionou-se 1,0 mL da solugao
saturada de Na,CO3 apos 3 min, agitou-se e a solugao foi deixada em repouso
por 1 hora. As absorbancias das solugcdes foram determinadas em
espectrofotdmetro a 725 nm. Uma solugao preparada conforme descrito acima,
porém, sem a presenca da solucao amostra foi utilizada como branco. O

indicativo da presencga de fendlicos no extrato ou fragdo testada € indicado
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aparecimento de uma cor azul-escuro. A curva de calibracio foi construida com
solugdes padrao de acido galico nas concentragdes de 25 a 500 mg/mL, diluido

em metanol, para comparagao (Figura 08).

Y =-2,17 + 5,90X

3000

2500

2000

1500

Absorbancia

1000

500

T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

[ Acido Galico ], ppm

Figura 08: Curva de calibragdo com acido galico para conteudo de fendlicos.

4.7.2 Determinagao do potencial redutor

Para a analise da atividade antioxidante através da determinacé&o do
potencial redutor fez-se um ensaio baseado no método de Price e Butler,
proposto por Waterman e Mole (1994), com algumas adaptacdes 2.

A 100 uL das amostras (extrato bruto e fragdes na concentracao de
1000 ppm) foram adicionados 8,5 mL de agua deionizada. Adicionou-se entao
1,0 mL da solucdo de FeCl; 0,1 M, e apds 3 minutos, 1,0 mL da solugao de

ferricianeto de potassio 0,08 M, e misturou-se. As leituras foram realizadas
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ap6s 15 min em espectrofotdbmetro a 720 nm. O aparecimento da cor azul da
Prussia € indicativo de potencial redutor. A analise foi feita em duplicata. Uma
solucdo preparada conforme o procedimento descrito acima, sem a adi¢cao da
amostra, foi usada como branco. A curva de calibragdo foi obtida utilizando
solugbes padrdoes de acido ascoérbico (Figura 09). O potencial redutor das

amostras foi expresso em mg de acido ascoérbico por g de amostra.

1400 5 HO, Y =-23,35 + 1,14X
] R =0,991

Absorbancia

T
1000

T T T
400 600 800

[Acido Ascorbico], ppm

T
0 200

Figura 09: Curva de calibragdo com acido ascérbico para conteudo de

fendlicos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extrato

Apos a concentracdo do extrato a massa obtida para o extrato

hidroalcodlico foi de 919,18 g, indicando, desta forma 18,38% de rendimento.

5.2 Parte |

Apds a concentragao dos extratos o rendimento obtido para a fragéo a
pH basico foi de 3,60 g (15,94%), para a fracado acida de 1,68 g (7,48%) e para
pH neutro de 0,47 g (2,08%).

Os compostos obtidos foram comparados por CCD com padrdes
certificados por analises de RMN e submetidos as analises de PF, IV, RMN H
e RMN '3C, indicando a obtencdo de derivados do &cido benzédico os quais
foram identificados como descrito na secgédo 5.2.1 € 5.2.2.

Os &cidos Anisico (Figura 10) e Veratrico (Figura 11), que possuem
respectivamente pka=4,48 % e pka=4,44 % foram extraidos das solucdes
acidas onde o0s mesmos se encontram na forma molecular e

consequentemente mais soluveis em solventes orgénicos. Sua presenga na

l

fragdo levemente basica (pH = 8) pode ser explicada por sua parcial
solubilidade em solventes organicos, mesmo na forma ionizada, pela
perspectiva dos mesmos estarem em grande quantidade na espécie e néo
estarem completamente desprotonados a pH = 8. Além do que os grupos
metoxilas ao aumentarem a lipofilicidade destes compostos causam uma

diminui¢ao da solubilidade em agua.
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5.2.1 Obtencao e caracterizagdo do Acido Anisico

A comparacdo por CCD dos compostos isolados com os compostos
padrdes indicou a obtencdo do acido p-metoxibenzdico em Ip-1 proveniente da
extracdo acida, Ip-3 e Ip-4 referentes a extracédo em pH = 8.

Na analise dos pontos de fusdo sao observados valores bastante
semelhantes e préximos ao valor obtido na literatura para o Acido Anisico que
€ de 182,0-185,0 °C, respectivamente 181,8-184,5 °C para Ip-1, 182,7-184,6 °C
para Ip-3 e 183,4-184,5 °C para Ip-4.

No espectro de infravermelho do Ip-1 (Anexo 01) observa-se um\a
banda de absorcdo em 3447 cm-' dentro da regiao de estiramento de ligagdes
O-H e ode ser explicado pela presenga de alguma umidade na amostra. A
presenca da absorcdo de baixa intensidade em 2985 cm™ indica a existéncia
de estiramento de ligagdes C-H de carbono sp® que é atribuido ao grupo CHs
da metoxila, visto que esta € uma regido caracteristica de deformacdes axiais
deste tipo de ligagcdo. A absorgao dos grupos OH de carboxila, devido fazerem
fortes interagdes de Lig. H intermoleculares, pode ser observado no aumento
da linha de base na regido de 2300-3200 cm™. Na regido de absorcdo das
carbonilas, observa-se uma banda intensa em 1685 cm™ que & caracteristica
de &cidos carboxilicos conjugados e em 1265 cm™ observa-se a presenca de
estiramento de ligacbes C-O. Os espectros de infravermelho do Ip-3 e Ip-4
(Anexos 02 e 03) sdo idénticos ao do Ip-1 mostrando as mesmas bandas
caracteristicas.

O espectro de RMN 'H do Ip-1 (400 MHz, acetona deuterada) (Anexo 04)
apresenta trés sinais para sete hidrogénios na propor¢ao 3:2:2. Um par de
dupletes centrados em 7,99 ppm (H-2 e H-6) e 7,02 ppm (H-3 e H-5) com
integracdo para 2H cada e constante de acoplamento J=8 Hz que pelo
deslocamento quimico e valor da constante de acoplamento indicam a
presenca de dois hidrogénios ligados a carbonos sp® aromaticos orto
correlacionados. Este perfil indica a presenca de um composto aromatico p-
dissubstituido. O terceiro sinal aparece em 3,88 ppm na forma de um singlete
com integracdo para 3H indicando hidrogénios ligados a carbono sp®

oxigenado o qual foi atribuido a uma metoxila.
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O espectro de RMN "*C do Ip-1 (100 MHz, acetona deuterada) (Anexo 04)
apresentou cinco sinais dos quais um é de carbono sp°, um de carbonila e
quatro de carbono sp?. O sinal em 187,00 ppm é referente & carbonila de acido.
O sinal que aparece em 163,73 ppm, por se altamente desprotegido, refere-se
a um carbono aromatico oxigenado, sendo, portanto atribuido ao carbono C-4
ligado & metoxila. O sinal em 131,81 ppm é relativo a dois carbonos sp?
referentes aos carbonos 2 e 6. O sinal em 113,85 ppm indica a presenca de
dois carbonos sp2 atribuidos aos carbonos 3 e 5. Um terceiro tipo de carbono
sp? referente a um carbono aparece absorvendo em 123,04 ppm sendo
atribuido ao C-1 que esta ligado a carbonila. O sinal em 55,21 ppm indica a
presenca de um carbono sp3 de metoxila.

De acordo com a comparacédo por CCD com padrdes e os resultados
obtidos das analises fisicas e espectroscépicas realizadas, o Acido Anisico foi
isolado e caracterizado nas respectivas fragdes, como ja descrito na literatura

para a espécie.

o

OCH3

Figura 10: Estrutura quimica do Acido Anisico

5.2.2 Obtengio e caracterizagdo do Acido Veratrico

A comparagao dos compostos isolados por CCD com os compostos
padrdes indicou a obtencado do acido 3,4-dimetoxibenzdéico em Ip-2 referente a
extracdo acida e Ip-5 da extracdo em pH = 8.

A analise dos pontos de fusao apresentou valores bastante semelhantes
e proximos ao valor obtido na literatura para o Acido Veratrico que é de 181,0-
183,0 °C, respectivamente 180,3-181,7 °C para Ip-2 e 177,4-179,7 °C para Ip-5.
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A esta diferenga obtida atribui-se provavelmente a presenca de impurezas na
amostra Ip-5.

O espectro de infravermelho do Ip-2 (Anexo 05) assemelha-se ao do
Acido Anisico, mostra a absorg¢éo do grupo OH da carboxila na linha de base e
a carbonia em 1679 cm” modelo caracteristico para acidos carboxilicos
aromaticos. A presenca da absorgdo em 2939 cm™ de baixa intensidade indica
a existéncia de estiramento de ligagdes C-H de carbono sp> que é atribuido ao
grupo CH; da metoxila, visto que esta € uma regido caracteristica de
deformagdes axiais deste tipo de ligagdo. A absorcdo em 1250 cm™ indica a
presencga de estiramento de ligagdes C-O. O espectro de infravermelho do Ip-5
(Anexo 06) € idéntico ao do Ip-2 mostrando as mesmas bandas caracteristicas.

O espectro de RMN "H do Ip-2 (400 MHz, acetona deuterada) (Anexo 07)
apresenta cinco sinais para nove hidrogénios na propor¢ado 3:3:1:1:1. Um
duplete centrado em 7,54 ppm com integragdo para 1H e constante de
acoplamento J=2 Hz, indica a presenga de um hidrogénio aromatico meta
correlacionado. Um duplete centrado em 7,04 ppm com integragdo para 1H e
constante de acoplamento J=8 Hz indicando a presenga de um hidrogénio
aromatico orto correlacionado. E um duplo duplete centrado em 7,65 ppm com
integracdo para 1H e constantes de acoplamento J=8 Hz e 2 Hz indica a
presenga de um hidrogénio aclopado em orto e em meta com outros
hidrogénios ligados a carbonos sp? aromaticos. Este perfil indica a presenca de
um composto aromatico 1,3,4-trissubstituido. O quarto e quinto sinais
aparecem na forma de dois singletes em 3,88 e 3,86 ppm com integragao para
3H cada ligados a carbono sp® oxigenado e que foram atribuidos a duas
metoxilas.

O espectro de RMN "*C do Ip-2 (100 MHz, acetona deuterada) (Anexo 07)
apresenta nove sinais dos quais um é referente a carbonila, dois sdo carbonos
sp® e seis sdo carbonos sp?. O sinal em 167,50 ppm & relativo a carbonila do
acido. Os sinais em 154,27 ppm e 149,83 ppm, mais desprotegidos, indicam a
presenca de carbonos sp? vicinais ligados aos oxigénios e que foram atribuidos
aos carbonos C-4 e C-3 ligados as metoxilas. O sinal em 124,36 ppm é relativo
ao carbono C-1 que esta ligado ao carbono da carbonila. Aparecem em 113,17
ppm, 114,47 ppm, e 111,60 ppm sinais que correspondem a trés carbonos sp?,

atribuidos respectivamente a C-2, C-5 e C-6. Os sinais em 56,11 ppm e 56,04
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ppm indicam a presenca de dois carbonos sp° atribuidos a presenca de duas
metoxilas.

De acordo com a comparacdo em CCD e com os resultados obtidos das
andlises fisicas e espectroscopicas, o Acido Veratrico foi isolado e

caracterizado nas respectivas fragbes, como ja descrito na literatura para a

especie.
Q OH
N\
OCH3
OCH3
Figura 11: Estrutura quimica do Acido Veratrico
5.3 Parte Il

O primeiro procedimento de extragcdes desta etapa iniciado a pH basico
teve o intuito de desprotonar as substancias acidas, diminuindo assim sua
solubilidade em solvente organico e separa-la de substancias neutras e
alcalinas de baixa polaridade. Assim o rendimento foi de 1,59 g (6,35%) para a
fracdo basica, 2,87 g (11,50%) para a acida, 0,45 g (1,79%) para a neutra
extraida com acetato de etila, 8,04 g (32,18%) para a fragdo neutra extraida
com n-butanol e 10,40 g (41,58%) para a fragdo aquosa restante.

No segundo procedimento de extracbes o qual foi iniciado com o pH
acido que pode aumentar a solubilidade de alguns compostos fendlicos
facilitando sua extracdo °. Assim o rendimento foi de 4,10 g (16,40%) para a
fragdo acida, 0,70 g (2,82%) para a basica, 0,44 g (1,78%) para a neutra
extraida com acetato de etila, 3,47 g (13,90%) para a fragdo neutra extraida
com n-butanol e 15,12 g (60,48%) para a fragao aquosa restante.

Com o procedimento de CC para as fracdes acidas, os acidos Anisico e
Veratrico foram novamente isolados e identificados por comparacdo em CCD

com os compostos padrdes, analises de PF e IV.
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O acido p-metoxibenzdico (Figura 10) foi obtido nas fragbes Ip-6 e Ip-9.
Na analise dos pontos de fusdo os valores obtidos assemelham-se e estdo de
acordo com o valor apresentado na literatura que é de 182,0-185,0 °C,
respectivamente 181,9-184,0 °C para Ip-6 e 184,8-185,3 °C para Ip-9. Nos
espectros de infravermelho (Anexo 08 e 09) as bandas caracteristicas
discutidas na sesséo 5.2.1, sdo observadas.

O acido 3,4-dimetoxibenzoico (Figura 11) foi obtido na fragao Ip-7. A
analise do ponto de fusdo apresentou o valor de 180,2-181,7 °C, o mesmo é
bastante semelhante aos obtidos anteriormente e proximo ao valor obtido na
literatura que é 181,0-183,0 °C. No espectro de infravermelho (Anexo 10)
observam-se as bandas caracteristicas para o acido em questao discutidas na

sessdo 5.2.2.

5.3.1 Obtencao do B-Sitosterol e Stigmasterol

Na comparagdo por CCD do composto Ip-8 com os padrdes de
derivados do acido benzéico observou-se uma diferenca significativa no Rf.

A andlise do ponto de fusdo forneceu um valor de 134,7-135,9 °C,
bastante semelhante ao encontrado na literarura para os fito esterois como o
B-Sitosterol que é de 138-139 °C.

No espectro de infravermelho (Anexo 11) observa-se um perfil de
absorgdes carateristico de compostos esteroidais, mostrando uma banda de
absorcdo em 3435 cm™, dentro da regido de estiramento de ligacdes O-H . A
presenca de um pico bastante intenso em 2936 cm™ indica a existéncia de
muitas ligagdes C-H, visto que esta é uma regido -caracteristica de
deformagdes axiais deste tipo de ligagdo. A auséncia de bandas de carbonila e
a obeservacao de um perfil de absorcdes tipicas de esterdides indicam que o
composto Ip-8 possui uma estrutura esteroidal.

Na analise do espectro de RMN 'H (400 MHz, cloroférmio deuterado)
(Anexo 12), também se observou um perfil tipico de esterois com uma grande
quantidade de sinais na regido de campo alto, entre 0,6 e 2,3 ppm. Estes sinais
sdo encontrados em substancias esteroidais e triterpénicas devido a grande
quantidade de grupamentos CHj3;, CH; e CH alifaticos. O sinal em 5,36 ppm é

caracteristico de um hidrogénio de ligacao dupla trisubstituida no anel “B” dos
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esterois. O multipleto na regido de 3,5 ppm para um hidrogénio carbindlico
caracteriza a presenga do grupo hidroxila no carbono C-3. Os dois duplos
dupletes centrados em 5,15 e 5,01 ppm indicam a presenga de hidrégenios
ligados aos carbonos C-22 e C-23 da dupla ligacdo. Este perfil indica a
obtencdo de uma mistura de esterois, estando o Stigmasterol em menor

quantidade.

Figura 12: Estrutura quimica do Stigmasterol.
A Tabela 06 apresenta a comparagao dos valores obtidos para a analise

de RMN *C (Anexo 13) e os dados encontrados na literatura referentes ao B-

Sitosterol, composto majoritario da amostra (Figura 13).
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Tabela 06: Valores comparativos de RMN '*C para Ip-8

dc (ppm) CDCl3
Posicao Literatura®’ Ip-8
1 37,2 37,48
2 31,6 31,89
3 71,8 72,04
4 422 42,53
5 140,7 140,97
6 121,7 121,95
7 31,8 32,14
8 31,8 32,14
9 50,0 50,35
10 36,4 36,73
11 21,0 21,31
12 39,7 39,99
13 42,3 42,53
14 56,7 56,99
15 24,3 24,54
16 28,2 28,48
17 55,9 56,27
18 11,8 12,09
19 19,4 19,64
20 36,1 36,38
21 18,7 19,01
22 33,8 34,16
23 25,9 26,27
24 45,7 46,05
25 29,0 28,48
26 19,8 19,64
27 19,0 19,01
28 23,0 23,29
29 11,9 12,21

A comparacao dos dados de carbono 13 com os da literatura confirma a
estrutura majoritariamente como sendo a do B-Sitosterol, como ja descrito na

literatura para a espécie.
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Figura 13: Estrutura quimica do B-Sitosterol

5.4 Testes antioxidantes

Os testes para determinacao do teor de fendlicos totais e do potencial
redutor foram realizados com o intuito de verificar a eficiéncia das extracdes
realizadas.

Os acidos fosfotungistico e fosfomolibdico compdem o reativo de Folin-
ciocalteau que quando reduzidos pelos compostos fendlicos em meio alcalino,
formam os respectivos oxidos de tungsténio e molibdénio de coloragdo azul
esverdeado ». A observacdo de uma coloracdo intensa indica um maior
conteudo de fendlicos no extrato e/ou fragcao testada.

O poder redutor foi observado pela doacgao direta de elétrons na redugao
do ferricianeto de potassio (Fe** (CN")¢) a ferrocianeto de potassio (Fe®* (CN)g).
O complexo azul da Prussia, Fes **[Fe** (CN)g]3, é formado como produto da
adicdo de ions Fe**, proveniente de FeCl; , apés a reacdo de redugdo, o
mesmo foi quantificado por medida de absorbancia a 720 nm. Os métodos
baseados na reducgdo do Fé*, que determinam o poder redutor sdo também
utilizados para avaliagcdo da atividade antioxidante. A capacidade de compostos
fenolicos reduzirem o Fe®*, com conseqiiente formagdo de um complexo

colorido com Fe?* ¢ avaliado por tais métodos 2+%.
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De acordo com a tabela 14 observa-se uma maior e regular quantidade

de compostos fendlicos nas fragdes acidas, o que pode ser justificado pelo pKa

desta classe de compostos entre 8 e 12, e por condi¢des acidas favorecerem a

solubilidade dos mesmos.

Tabela 07: Atividade antioxidante do EB e fragbes da T. heptaphylla.

Extrato/Fracao Fendlicos Redutor

mg ac. galico /g extrato seco mg ac.asc /g extrato seco
EB 26,72+ 1,95 86,71+ 3,95
Fr.pH =3 (1?) 63,08+ 3,22 206,01+ 0,44
Fr.pH=11(19) 48,67+ 0,68 201,19+ 0,88
Fr.pH=7(19) 47,06+ 1,78 151,18+ 0,00
Fr.n-butanol(1?) 26,81+ 0,85 64,78+ 3,07
Fr. aquosa (1?) 9,35+ 1,02 77,94+ 10,96
Fr. pH = 3 (2?) 63,25+ 0,34 217,41+ 3,95
Fr.pH= 11 (29) 26,90+ 0,42 105,13+ 0,44
Fr. pH=7 (2?) 26,56+ 0,25 76,18+ 6,58
Fr.n-butanol (2?) 21,38+ 0,34 60,40+ 3,95
Fr. aquosa (27) 8,00+ 0,50 23,12+ 0,22

A primeira sequéncia de extragdes, iniciada com pH basico, apresenta

maiores quantidades de fendlicos nas fragdes seguintes indicando uma maior

quantidade e distribuicdo dos mesmos.

O maior potencial redutor foi observado nas fragdes com maior

concentracdo de fendlicos, estando de acordo com a grande atividade

antioxidante atribuida a esta classe de compostos. As variagdes observadas

entre a quantidade de fendlicos e o poder redutor em diferentes fracdes

sugerem a presenga de compostos com maior ou menor potencial antioxidante.
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6 CONCLUSAO

Uma vez que os objetivos do trabalho eram isolar, caracterizar e
identificar derivados do acido benzdico e demais compostos presentes na
espécie Tabebuia heptaphylla é possivel concluir que os mesmos foram
alcancados.

O teor de fendlicos para o extrato bruto e fracbes e o respectivo poder
redutor foram determinados indicando a influéncia das condigdes experimentais
escolhidas.

Com a realizagéo deste trabalho ficou comprovado que procedimentos
cromatograficos simples e outras técnicas que avaliam as propriedades fisicas,
sdo de grande importancia para a caracterizagao e identificacdo de compostos,
principalmente daqueles que ja sdo bastante difundidos na literatura, como foi o
caso dos derivados do acido benzoico e da mistura de [-Sitosterol e
Stigmasterol.

Cabe ressaltar que deve ser incentivada a continuacdo dos estudos com
as outras fracbes a fim de tornar a avaliagao fitoquimica desta espécie mais
rica em informacdes. Deve-se também investir na realizagdo da avaliagdo das
propriedades farmacolégicas da Tabebuia heptaphylla em busca de suas

potencialidades.
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8 ANEXOS

Anexo 01 - Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-1 (Acido Anisico)

Anexo 02 - Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-3 (Acido Anisico)
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Anexo 03 - Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-4 (Acido Anisico)
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Anexo 04 — Espectro de RMN 'H e RMN "*C (400 MHz e 100 MHz, acetona
deuterada) do Ip-1 (Acido Anisico)
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Anexo 05 — Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-2 (Acido Veratrico)

Anexo 06 — Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-5 (Acido Veratrico)

35096
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Anexo 07 — Espectro de RMN '"H e RMN "*C (400 MHz e 100 MHz, acetona
deuterada) do Ip-2 (Acido Veratrico)

(X

T T T T T T T T T T ¥ T T T Ty T T T T ™
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

Anexo 08 — Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-6 (Acido Anisico)
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Anexo 09 - Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-9 (Acido Anisico)

Anexo 10 - Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-7 (Acido Veratrico)

42



Anexo 11 - Espectro de Infravermelho (KBr) do Ip-8 (B-Sitosterol)
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Anexo 12 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) do Ip-8 (B-Sitosterol e

Stigmasterol)
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Anexo 13 - Espectro de RMN

3C (100 MHz, CDCls) do Ip-8 (B-Sitosterol)
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