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Resumo

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos data de antes da invencéo da
escrita e seu uso perdura até os dias de hoje, sendo utilizado de forma tradicional in
natura através de chas, ou por meio de extratos, medicamentos fitoterapicos ou
substancias isoladas. O cerrado brasileiro, segundo maior bioma da América do Sul,
possui uma flora muito rica em espécies, dentre as quais se destaca a Byrsonima
pachyphylla A. Juss, popularmente conhecida como “murici”. O género apresenta
diversos registros etnofarmacolégicos de uso no tratamento de infecgBes de pele,
febre, ulceras gastricas, diarreia, doencas tropicais, entre outros. Em estudos
farmacolégicos apresentou atividades anti-inflamatoria, antifingica, bactericida, entre
outros. Trabalhos realizados previamente por nosso grupo de pesquisa mostraram
que a espécie apresenta, para extratos e fracBes atividades antibacterianas
relevantes. Nesse trabalho foi realizado um estudo fitoquimico do extrato metandlico
de folhas de Byrsonima pachyphylla A. Juss o qual foi comparado com sua fracéo n-
butanol. O extrato foi preparado por percolacdo e ap6s secagem foi submetido a uma
particao liquido-liqguido com agua, acetato de etila e n-butanol. O extrato metandlico e
a fracdo n-butanol foram submetidas a testes espectrofotométricos de quantificacao
de teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante (teste
DPPH). A fragdo n-butanol foi entdo submetida a um fracionamento por cromatografia
em coluna classica por exclusdo molecular, utilizando como eluente metanol e como
fase estacionaria Sephadex® LH-20. Foram obtidas 230 fragdes as quais foram
analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD). Nos testes
espectrofotométricos tanto o extrato metandlico quanto a fracdo n-butanol
apresentaram valores significativos de compostos fenolicos e de atividade

antioxidante, apesar da quantidade de flavonoides, tanto no extrato quanto na fracao,
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ter sido comparativamente baixa. O fracionamento de n-butanol por cromatografia em
coluna por exclusdo molecular ndo foi eficiente, considerando-se as analises das
fracbes por CCD. Apesar disso pudemos identificar alguns grupos de substancias
presentes nesta fracdo como: taninos hidrolisaveis ou acidos fendlicos e saponinas

e/ou terpenos.
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1. Introducéo
1.1. Plantas medicinais

A utilizacdo e o conhecimento acerca das plantas vém acompanhando a
histéria da humanidade, sendo que comecamos a utilizar as plantas primeiramente
como fonte de alimentacdo. Conforme o homem observou diferentes espécies as
informacdes sobre efeitos terapéuticos e toxicos de algumas delas comecaram a ser
descobertos empiricamente e foram sendo passados oralmente de geracdo para
geracdo, muitos dos quais chegaram até os dias de hoje. O conhecimento sobre as
plantas de uso terapéutico data desde antes da invencdo da escrita, 0s primeiros
registros existentes sobre o relato de utilizacdo de plantas para fins medicinais estéao
em documentos babilénicos e sumérios datados de 3000 anos a.C em registros feitos
em placas de barro, atualmente conservadas no “British Museum”, onde se encontram
copiados em caracteres cuneiformes por ordem do rei da Assiria Assuirbanipal

(CUNHA, 2009).

Ao longo da histéria documentos sobre plantas e seus efeitos medicinais e
curativos foram escritos e sua importancia sé aumentou desde entdo, mas o estudo
das plantas medicinais s6 tomou um caracter mais cientifico a partir do
Renascentismo, sendo que em 1673 com a publicagdo da “Histoire general des
Drogues” pelo farmacéutico francés Pierre Pomet, o estudo da Farmacognosia
comecou a adotar classificacfes e descricdes taxondmicas, o que se traduziu numa
identificacdo botanica mais precisa para as drogas vegetais, ponto de partida

essencial desta disciplina (CUNHA, 2009).

Em 1815, SEYDLER em sua Analecta Pharmacognostica, criou o termo
FARMACOGNOSIA para designar a ciéncia que estudava as matérias de origem

natural, usadas no tratamento de enfermidades. Este termo, que atualmente se refere
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com exclusividade as matérias de origem vegetal e animal, € formado de duas
palavras gregas, a saber: PHARMACON, que significa droga, medicamento, veneno

e: GNOSIS, conhecimento (OLIVEIRA, AKISUE, AKISUE, 1998).

No entanto, somente em finais do século XVIIl que a Farmacognosia comecgou
a se preocupar de uma forma sistematica com o isolamento e identificacdo de
estruturas moleculares dos compostos ativos provenientes dos produtos de origem

natural; dindmica essa que € praticada até os dias de hoje (CUNHA, 2009).

1.2. O cerrado brasileiro e seu potencial biolégico

O cerrado é um bioma tipico do Brasil e o0 segundo maior da América do Sul.
Ocupa uma area equivalente a 22% do territorio brasileiro, possuindo grande
biodiversidade de espécies de plantas, aproximadamente 10 mil, sendo 4400
endémicas, o0 que corresponde a 1,5% da flora mundial. Apesar de ser um dominio
bastante ameacado, abriga espécies importantes do ponto de vista ecoldgico e
econdbmico, como plantas com propriedades medicinais e frutiferas que séo utilizadas
pela populacdo como fonte de alimento e no tratamento de muitas doencas. Uma das
familias tipicas dessa vegetacdo é a Malpighiaceae (MINISTERIO DO MEIO

AMBIENTE, 2014; BALLESTRA, et al., 2012).

1.3. Byrsonima pachyphylla A. Juss.

A familia Malpighiaceae possui aproximadamente 71 géneros e 1.250 espécies.
No Brasil ocorrem, aproximadamente, 300 espécies pertencentes a 32 géneros
(LOMBELLO; FORNI-MARTINS, 2003; BARROSO et al, 1991). Dentre estas
espécies, foi escolhida para o presente estudo Byrsonima pachyphylla A. Juss.

(Figuras 1 e 2), dentre outros motivos pela quase inexisténcia de trabalhos cientificos
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a seu respeito, apesar de ser uma espécie amplamente distribuida pelo Cerrado

brasileiro (MELO; OLIVEIRA; FRANCESCHINELLI, 2013).

Figura 1: Foto de exemplar de Byrsonima
pachyphylla A. Juss. Fonte: COSTA, 2010.

Figura 2: Foto mostrando detalhe das folhas e do fruto de
Byrsonima pachyphylla A. Juss. Fonte: COSTA, 2010.
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As espécies desse género, popularmente conhecidas como “murici’, sao
diferenciadas por suas areas de ocorréncia e cores de seus 0rgaos, recebendo, assim,
denominacdes populares especificas e variadas. H4 uma gama de diferentes usos de
cada espécie, dentre 0s quais estdo ornamentacdo e matéria-prima para construcao
civil (GUILHON-SIMPLICIO, PEREIRA, 2011). Existe um consideravel consumo sob
a forma de alimentos como bebidas e doces (LIMA et al., 2008), além da apreciacao
dos frutos in natura de espécies como Byrsonima crassifolia e Byrsonima verbascifolia
(VALLILO et al., 2007).

Ha diversos usos etnofarmacoldgicos do género relatados na literatura como:
tratamento de infeccdes de pele e febre (CASTILLO-AVILA et al., 2009), gastrites,
Ulceras gastricas e pépticas (CARDOSO et al., 2006), atividade adstringente nas
diarréias e disenterias (RODRIGUES & CARVALHO, 2001), tratamento de doencas
tropicais como esquistossomose, leishmaniose, malaria, doencas fangicas e
bacterianas entre outras (FERREIRA, 1980; CORREA, 1984; GRANDI et al., 1989; DI
STASI, 1989; HIRSCHMANN:; ARIAS, 1990; BRANDAO, 1991; CARIBE; CAMPOS,
1991; MARTINS et al.,, 1994). Como atividades farmacoldgicas apresentadas
podemos destacar: atividade anti-inflamatéria (MALDINI et al.,, 2009), anti-
hiperglicémica e anti-hiperlipidémica (PEREZ-GUTIERREZ et al., 2010), acao
antifingica e antibacteriana (MICHELIN et al., 2008; MARTINEZ-VAZQUEZ et al.,
1999), antioxidante (CASTILLO-AVILA et al, 2009), imunoestimuladora
(BONACORSI et al., 2009) dentre outras.

Em relacdo aos metabolitos secu

ndéarios produzidos pelo género foram encontrados na literatura as seguintes
substancias: rutina, quercetina, isoquercetina, flavanonas, flavonas, flavonais,

catequinas, protocianidinas, biflavonoides, triterpenos, éacido galico, saponinas,



15

terpenos, derivados do acido galico e do acido quinico (RODRIGUES et al., 2012;
GUILHON-SIMPLICIO, PEREIRA, 2011; GEISS et al., 1994; MALDINI et al., 2011;
GORDON et al., 2011; SANNOMIYA, CARDOSO, 2007; SANNOMIYA et al., 2004;
COSTA, 2010; VALLILO et al., 2007).

Estudos realizados por Costa (2010) e por nosso grupo de pesquisa em
parceria com o Laboratério de Fisiologia de Micro-organismos da FCF-UNESP, sob a
responsabilidade da Prof. Dra. Tais Maria Bauab, sugeriram a presenca de derivados
do &cido galico, catequinas e flavonoides no extrato metandlico bruto das folhas de B.
pachyphylla. Além disso, o trabalho demonstrou a atividade bacteriostatica do extrato
metandlico bruto e de sua fracdo acetato de etila em Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, da fracdo aquosa em P. aeruginosa e da fragéo
butandlica em P. aeruginosa e S. aureus. As fracdes acetato de etila e butandlica
apresentaram atividade bactericida, sendo a primeira em B. subtilis e S. aureus e a
segunda apenas em S. aureus.

A partir das informagdes acima descritas podemos levantar alguns pontos que
nos motivaram a estudar esta espécie em particular como: sua importancia e
relevancia como género e espécie botanica presente em grande quantidade e
variedade de espécies, as atividades farmacolégicas apresentadas no género em
diversos estudos, dentre eles a atividade antibacteriana apresentada por B.
pachyphylla em estudos conduzidos em nossa Instituicdo, além do grande potencial
que a espécie pode possuir em virtude da quase inexisténcia de estudos a seu

respeito, mas que ainda carece de mais estudos.
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1.4. Estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico tem como objetivo o isolamento e a elucidacdo estrutural
de metabdlitos secundarios presentes em uma espécie vegetal (BRAGA et al., 2003).
Para tanto sdo necessarios varios passos antes de se alcancar esse objetivo, tais

como os apresentados abaixo.

1.4.1. Identificacdo botanica

Quando se trabalha com plantas, a identificacdo da espécie e sua perpetuacao
como testemunho s&@o 0s passos mais importantes para que qualquer investigacao
possa ser produzida. Estudos que envolvam plantas medicinais, quer sejam na area
de etnobotanica, etnofarmacologia, farmacologia, farmacognosia, fitoquimica,
agronomia ou biotecnologia, para que merecam confiabilidade, devem partir da
certeza de que as espécies envolvidas estejam corretamente identificadas e
depositadas no herbario de uma instituicdo. Esse procedimento é tdo importante
porque dentro do reino vegetal existem espécies que aparentemente sdo muito
parecidas, mas quando as analisamos em relacdo aos seus constituintes quimicos,

podem apresentar diferencas significativas (CUNHA, 2009).

1.4.2. Coleta e preparo da droga vegetal

A coleta é o primeiro passo na producao de uma droga vegetal. Este processo
€ especialmente importante por ser determinante para a constituicdo quimica do
produto final a ser estudado ou comercializado, assim como o plantio a coleta
precisam ser cuidadosamente planejados para que se tenha um bom rendimento em
guantidade e qualidade de metabolitos e substancia ativa de interesse. Os fatores que

devem ser levados em consideracdo sao: orgao coletado, idade da planta, época de
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coleta, periodo do dia da coleta. ApOs a coleta € necessario que o material vegetal
seja limpo, estabilizado (se necessario), seco e moido (se necessario), para ser
transformado em droga vegetal (SIMOES, et al. 2007).

A limpeza da planta e remocédo de terra e de outros possiveis contaminantes
apos a coleta € muito importante para que os constituintes de interesse presentes no
material ndo sofram degradacdo por micro-organismos e para que nhao haja
contaminacgdes. O material vegetal pode ser lavado com agua para a remocao da terra
e colocado em um banho de hipoclorito para a desinfec¢do do material (SIMOES et
al., 2007).

A estabilizacdo tem a funcdo de deshaturacdo de enzimas provenientes de
micro-organismos ou mesmo da prépria planta, para evitar reacfes enzimaticas que
possam alterar os metabolitos da planta. Pode ser feito por imersdo em etanol ou
através da exposicao a alta temperatura (acima de 60 C°) por curto periodo de tempo
(SIMOES et al., 2007).

A secagem tem por finalidade a retirada de agua e com isso impedir reactes
de hidrélise e de crescimento microbiano. A umidade residual dependera do tipo de
orgdo que constitui o material vegetal (BACCHI, 1996). O processo de secagem
ocorre a baixas temperaturas e durante longo tempo, em geral em torno de 7 dias. A
secagem pode ser realizada ao ar livre e a temperatura ambiente ou em estufa, sendo
essa Ultima mais rapida (SIMOES et al., 2007).

A moagem tem por finalidade reduzir mecanicamente, o material vegetal a
fragmentos de pequenas dimensdes, preparando-o, assim, para a proxima etapa, a
extracdo. O aumento da area de contato entre o material solido e o liquido extrator
torna mais eficiente a operacao. A escolha das dimensdes mais apropriadas depende

também da textura do 6rgéo vegetal, quanto mais rigidos forem os tecidos, maior sera
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o grau de divisdo necessario. A metodologia utilizada para reduzir de tamanho o

material vegetal € escolhida conforme as caracteristicas deste (SIMOES et al., 2007).

1.4.3. Preparo do extrato

O preparo de um extrato vegetal € o ponto de partida para um estudo
fitoquimico ele € o produto da extracéao, e apresenta substancias que foram retiradas
do material vegetal através de um solvente adequado, resultando em uma solucéo
extrativa, solucdo essa que € posteriormente concentrada através da retirada do
solvente (SIMOES et al., 2007).

O solvente escolhido deve ser o mais seletivo possivel. E gracas a seletividade
que se pode extrair as substancias desejadas. Como a seletividade depende
principalmente da polaridade, o conhecimento da polaridade do grupo de substancias
gue se deseja preferencialmente extrair determina o solvente ou mistura de solventes
que mais se aproxima do 6timo de seletividade para aquela extracédo (SIMOES et al.,
2007).

Além dos solventes utilizados no processo devemos levar em consideracao o
método e a técnica de extracdo que serd utilizada. Existem véarios métodos de
extracdo, e sdo classificados em métodos a quente e métodos a frio, cada um deles
possui vantagens e desvantagens e possuem como diferencial entre si o fato de
trabalharem ou ndo com aquecimento e/ou agitacéo (SIMOES et al., 2007).

O aumento de temperatura em um método extrativo favorece a extracao, ja que
a solubilidade das substancias aumenta com o aumento de temperatura. A agitacéo
também favorece a extracao, ja que ela aumenta a superficie de contato do solvente

com a droga vegetal (SIMOES et al., 2007).
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Apesar do aumento de temperatura e da agitacdo favorecerem a extracao
devemos considerar que algumas substancias de interesse podem sofrer degradacéo
com o aquecimento, além do que, métodos que envolvam aquecimento e agitacao
sdo mais caros, portanto devemos levar em conta também o custo operacional
(SIMOES et al., 2007).

Os principais métodos a quente sédo: infusdo, decocc¢ao e extracdo com Sohxlet;
0s principais métodos a frio sdo: percolacdo e maceracdo. Nesse trabalho foi utilizado
o método de percolacéo (SIMOES et al., 2007).

A percolacdo € um método de extracdo exaustiva que permite o esgotamento
da matéria-prima (Figura 3). A planta é colocada em um percolador através do qual &
passado o liquido extrator. E indicada para substancias muito ativas
farmacologicamente, presentes em pequena quantidade ou de baixa solubilidade

(SIMOES et al., 2007).

Camads de sreid
Pape! de filtro

Camada de arnin
. Algod o hdrililo

Figura 3: Esquema de um percolador.
Fonte: CHAVES, 2010.

A solucdo resultante ¢ dada o nome de solucdo extrativa, ela entdo é

concentrada e seca. Dependendo da volatilidade do solvente utilizado na extracéo
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este processo pode ser feito a temperatura e pressdo ambiente em capela ou através
de equipamentos como dessecador, rotaevaporador ou liofilizador.

1.4.4. Fracionamento do extrato

O extrato vegetal pode ser estudado e utilizado em sua forma néo purificada,
mas é muito mais interessante trabalhar com uma substancia isolada, porque a partir
dessa € possivel elucidar a sua estrutura molecular e consequentemente com uma
Gnica substancia € possivel se avaliar o efeito farmacoldgico de forma mais precisa,
além de possibilitar a sintese quimica dessa substancia e até mesmo a sua
modificacdo, modulando assim seu efeito farmacoldgico.

Partindo-se de um extrato vegetal que é uma mistura altamente complexa de
substancias podemos chegar ao isolamento de uma unica molécula através de uma

série de técnicas de separacao e purificacao.

1.4.4.1 Particao liquido-liquido

E comum iniciar-se o fracionamento de um extrato vegetal através de particéo
por solventes organicos de polaridade crescente. A particdo implica em uma
dissolucédo seletiva e distribuicdo entre dois solventes imisciveis. Esse fenbmeno pode
ser aplicado a separacado de componentes de uma mistura. A concentracao de cada
um dos componentes em cada um dos solventes esta relacionada com o coeficiente
de particéo (K) de cada substéancia. Os melhores rendimentos de extracao sao obtidos
quando o volume total de solvente utilizado é dividido em aliquotas e procede-se com
extracOes sucessivas. Esse processo de extracdo é conhecido como particéo liquido-

liquido e é realizado em um funil de separacdo, como apresentado na figura 4.
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Abertura superior ———————s=
destapada

Aro de suporte

Fase superior

Recipiente de recolha ———e=

Figura 4: Esquema de uma particao
liquido-liquido. Fonte: AZEVEDO, 2011.

1.4.4.2. Métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos sédo os métodos mais utilizados na separacédo de
misturas. Podem ser utilizados tanto para fins analiticos quanto para o isolamento de
substancias de interesse, sendo dessa maneira denominadas de cromatografia
analitica e cromatografia preparativa respectivamente (CUNHA, 2009; SIMOES et al.,
2007).

A cromatografia é uma técnica tdo importante e utilizada nos dias de hoje que
a gama de técnicas, equipamentos e insumos para cromatografia sdo cada vez
maiores, para 0 Uso em pesquisas ou na producao e controle de qualidade na industria
farmacéutica, de biotecnoldgica, entre outros (CUNHA, 2009; SIMOES et al., 2007).

Basicamente todas as técnicas cromatograficas atuam da mesma forma,

separando os constituintes de uma mistura atraves da interacdo entre a fase movel, a



22
fase estacionaria e a amostra. Essas técnicas podem ser divididas e classificadas de
varias formas, por exemplo em relacdo a forma fisica do sistema cromatografico
(planar ou em coluna), ou em relacdo a fase movel utilizada (gasosa, liquida ou
supercritica) ou segundo o seu modo de separacdo (adsorcao, particao, troca ibnica,
exclusdo ou mistura desses mecanismos) (DEGANI, et al. 1998). No presente trabalho

foram utilizadas as técnicas cromatograficas a seguir.

1.4.4.2.1. Cromatografia liguida em coluna classica

A cromatografia liquida em coluna classica é uma técnica de separacdo muito
utilizada no isolamento de produtos naturais. Em compara¢do com outras técnicas
cromatograficas em coluna como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) possui uma eficiéncia de separacdo menor, além de
necessitar de uma analise posterior, por cromatografia em camada delgada (CCD) por
exemplo, porém € uma técnica mais simples e barata do que as acima mencionadas,
sendo ainda uma técnica muito utilizada (DEGANI et al., 1998).

Diferentemente das demais técnicas cromatograficas em coluna, a
cromatografia em coluna classica € realizada a temperatura ambiente e a pressao
atmosférica ou a uma baixa pressdo fornecida por uma bomba convencional. A
“coluna classica” € uma coluna feita de vidro podendo ter comprimentos e largura
variados, uma das extremidades do tubo é aberta e a outra possui uma torneira para
coleta (DEGANI et al., 1998).

A primeira etapa da realizacdo dessa técnica é o “empacotamento” da coluna,
ele pode ser a seco (fase estacionaria empacotada sem o solvente) ou a umido (fase
estacionaria empacotada em suspensao no solvente). O “empacotamento” consiste

no preenchimento da coluna com a fase estacionaria. E, dentre outros fatores, definira
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a eficiéncia de separacdo da coluna. A coluna adiciona-se um pequeno pedaco de
algodao que deve ser depositado na extremidade inferior da coluna para impedir a
passagem de particulas da fase estacionaria para a amostra. Procede-se entdo com
0 empacotamento da coluna, ele deve ser o mais uniforme possivel evitando-se que
figuem espacos com ar entre as particulas. A existéncia de ar na coluna forma canais
gue acabam alargando as bandas eluidas (DEGANI et al., 1998).

A fase movel é entdo adicionada de forma que toda a fase estacionaria fique
adsorvida no solvente. Adiciona-se a amostra quando o limite da fase movel estiver o
mais proximo da fase estacionaria possivel (mas em nenhum momento pode-se deixar
gue a fase estacionaria fique sem solvente). Apos a completa adsor¢cdo da amostra
pela fase estacionaria pode-se adicionar o eluente de forma cuidadosa e constante ao
sistema (DEGANI et al., 1998).

O volume das fracGes a serem recolhidas é funcédo da quantidade de amostra
e do grau de dificuldade da separacéo. A cromatografia é feita até a completa eluicao

da amostra pela coluna, ou até a obtencao da fracao desejada (DEGANI et al., 1998).

+— Solvente

«— Fase estacionaria

«+— Algodao

http://qnint.sbq.org.br

Figura 5: llustracdo de uma coluna cromatogréfica
classica. Fonte: DEGANI et al., 1998.
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Hoje em dia existe uma gama muito grande e variada de fases estacionarias
gue podem ser adquiridas, cada uma possuindo suas caracteristicas de separacao
préprias e portanto sendo algumas mais e outras menos eficientes para a separacao
de uma determinada mistura. Para o presente trabalho foi utilizada como fase

estacionéaria a Sephadex® LH-20.

1.4.4.2.1.1. Sephadex® LH-20
A Sephadex® LH-20 é uma fase estacionaria constituida por dextrana
hidroxipropilada ligada através de ligacdes cruzadas formando um polimero de

polissacarideo (GE HEALTHCARE, 2007).

0]
and
Figura 6: Representacdo da estrutura quimica da dextrana
hidroxipropilada (Sephadex® LH-20). Fonte: GE Healthcare, 2007.
O polimero de dextrana forma pequenas esferas porosas, as quais atuam

separando as moléculas de uma mistura através do mecanismo de exclusdo ou

filtracdo molecular (GE HEALTHCARE, 2007).
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Na separacao por exclusdo molecular as moléculas maiores eluem primeiro
porque como elas ndo conseguem penetrar nos poros das particulas da fase
estacionaria o caminho que elas percorrem até o fim da coluna é feito por entre as
particulas, resultando em uma distancia menor a ser percorrida. J4 as particulas
menores que sao capazes de penetrar pelos poros das particulas da fase estacionaria
acabam percorrendo um caminho maior, ja que acabam tendo que percorrer um longo
caminho pelos poros das particulas para que possam chegar ao final da coluna

cromatografica como ilustrado na figura a seguir (DEGANI et al., 1998).

Figura 7: Esquema do mecanismo de separagéo

por exclusdo molecular. Fonte: LI et al., 2013.

1.4.4.2.2. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um tipo de cromatografia planar.
Juntamente com a cromatografia em coluna classica é um dos métodos
cromatograficos mais utilizados. E uma técnica de adsorcao liquido-sélido (DEGANI

et al., 1998).
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A silica gel é a fase estacionaria mais utilizada, ela possui propriedade de
elevada polaridade por conta dos grupos silanois presentes, portanto nesse caso a
forca da fase movel utilizada sera tanto maior quanto maior for a polaridade do mesmao.
As placas cromatogréaficas podem ser adquiridas pré-fabricadas ou podem ser feitas
em laboratorio sob suporte de vidro. A CCD pode ser feita tanto para fins analiticos
qguanto preparativos, variando conforme a espessura da placa (0,25mm ou 1,0mm
respectivamente). Apds a eluicdo da amostra pela placa ela deve ser revelada para
tornar as “manchas” visiveis. Existem varios tipos de reveladores que podem ou nao
revelar as amostras de forma seletiva para determinados grupos de substancias

(DEGANI et al., 1998).

1.4.5. Espectrofotometria no UV-Vis

A espectrofotometria no ultravioleta e no visivel se baseia na lei de absorcéo
mais conhecida como Lei de Lambert-Beer. A lei diz que quantitativamente a
atenuacao de radiacdo que atravessa uma solucdo depende da concentragdo das
moléculas absorventes e da extensdo do caminho sobre o qual ocorre a absorcéo. A
partir dessa afirmacéo podemos calcular a concentracédo de uma determinada solucao
(SKOOG et al., 2007).

A unidade de medida utilizada na espectrofotometria é a absorbancia (A), ela
relaciona a quantidade de radiacdo incidente em uma determinada solucéo e a
quantidade de radiagcdo que atravessa essa solugdo. A partir dessa informacao
podemos medir quantitativamente a concentracédo de uma solugéo. Cada substancia
possui um perfil de absorbancia especifico, isso significa que as substancias
absorvem a radiacdo com mais ou menos intensidade dependendo do comprimento

de onda incidente (SKOOG et al., 2007).
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Para a realizacdo da espectrofotometria € utilizado um equipamento que se
chama espectrofotdmetro. Ele € basicamente constituido de uma fonte de luz, um
dispersor de luz, um monocromador, cubeta (local para se colocar a amostra) e um
detector (SKOOG et al., 2007).

O esquema a seguir ilustra as partes que constituem um espectrofotdbmetro e
seu funcionamento. Primeiramente a luz proveniente de uma fonte (normalmente uma
lampada de tungsténio) passa por uma fenda. E incide em um sistema chamado de
monocromador, que consiste basicamente de um prisma que dispersa a luz em seus
varios comprimentos de onda e de uma fenda de saida (dispositivo Optico que
transmite apenas uma estreita faixa de comprimento de onda), para que apenas um
comprimento de onda possa incidir na amostra. Por fim, a luz incide na amostra e a

luz transmitida € medida em um detector (SKOOG et al., 2007; MARTINEZ, 2015).

Fenda de saida

’ oe\°°‘°‘
2 2
Prisma (Elemento de %0, e
dispersio) @ %223
93‘“09\\. &
P "

Fenda de Entrada “\ 4
\,‘ ?/
|
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</

Fonte de Luz
(Fonte da radiagdo)

Figura 8: Esquema das partes que constituem um
espectrofotometro. Fonte: MARTINEZ, 2015.

A espectrofotometria € muito utilizada na quantificacdo de substancias em

produtos naturais, principalmente metabdlitos secundarios, sendo muito utilizada em
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estudos de farmacologia, farmacognosia, cosmetologia, na area de alimentos e

também na industria para a quantificacdo, caracterizacao e padronizacado de matérias

primas e produtos acabados (AZEVEDO, 2011).

2. Objetivo

O objetivo do trabalho foi investigar e identificar metabdlitos secundarios
presentes no extrato metandlico e na fracdo n-butanol de folhas de Byrsonima
pachyphylla A. Juss.

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas técnicas espectrofotométricas
para a quantificacao e técnicas cromatograficas de fracionamento para a identificacéo

de substancias presentes no extrato metandlico e na fracdo n-butanol.

3. Materiais e Métodos
3.1.Preparo da droga vegetal e extracéo

Tanto o extrato metandlico (COSTA, 2010) quanto a fracdo n-butanol
(BERTOLDI, 2012) foram disponibilizadas pelo laboratério de Farmacognosia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas UNESP — Araraquara.

O espécime vegetal utilizado neste experimento encontra-se no Campus de
Araraquara da Universidade Estadual Paulista, localizado na Rodovia Araraquara/Jau
km 01, tendo sido identificada preliminarmente pelo Prof. Dr. Luis Vitor Silva do
Sacramento do Laboratério de Farmacobotanica do Departamento de Principios
Ativos Naturais e Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP.
Uma exsicata foi feita para identificacdo confirmativa pelo Dr. Pedro Fiaschi do
Laboratério de Taxonomia do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias

da Universidade de Sdo Paulo, Campus de S&o Paulo. A exsicata foi depositada no



29
Herbario do Departamento de Botanica, SPF-IB/USP, sob o registro B. pachyphylla,
Costa , n°® 195628.

As folhas coletadas foram submetidas a lavagem e posterior imersao por 20
minutos em solucdo de hipoclorito de sodio (0,2% de cloro ativo) para promover a
desinfeccdo. Para se obter a droga vegetal, as folhas lavadas e desinfetadas foram
secas em estufa de circulacdo de ar com temperatura controlada (35-40°C) durante
72 horas. Depois do processo de secagem, as folhas foram trituradas em moinho de
facas (COSTA, 2010).

A droga vegetal passou pelo processo de percolacdo com metanol 100% como
solvente. A percolacdo visou a extracdo exaustiva da maior quantidade e variedade
de metabdlitos secundarios presentes no extrato (CUNHA, 2009).

A operacéo iniciou-se com o intumescimento prévio da droga vegetal com
metanol para umedecé-la e facilitar o empacotamento dentro do percolador. Este
procedimento durou aproximadamente 24 horas. Dentro do percolador foi colocada
uma placa circular de aco perfurada envolvida com papel de filtro evitando que
particulas da droga vegetal passassem para a solugéo extrativa. Apds este processo,
a droga foi empacotada de maneira uniforme e entéo o liquido extrator foi adicionado.
A torneira do percolador foi aberta para que ocorresse o gotejamento da solugéo
extrativa. A percolagéo foi interrompida quando houve o esmaecimento da cor da
solucéo que gotejava (COSTA, 2010).

A solucéo extrativa foi concentrada em rotaevaporador sob presséo reduzida
em temperatura maxima de 40°C para eliminacdo de grande parte do solvente. O
restante foi deixado em capela de exaustéo até secura completa, obtendo-se o extrato

metandlico (COSTA, 2010).
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3.2. Extracao liquido-liquido
O extrato metanodlico de B. pachyphylla foi fracionado através de particdo
liquido-liquido utilizando os solventes acetato de etila, agua e n-butanol. Inicialmente
0 extrato vegetal (10,0069) foi solubilizado em 70 mL de metanol, acrescentando-se
posteriormente 500mL de agua deionizada. A suspensao resultante foi transferida
para um funil de separacéo e prosseguiu - se com a particdo liquido-liquido de acordo

com o fluxograma abaixo (BERTOLDI, 2012).

Extrato metanolico seco

Splubilizacdo em 70 ml de metanal

Adiciode 500 ml de dgua

Extrato metandlico
solubilizado em agua

3 extragdes com acetato de atila

{S00rl, 200m| e S00ml)

| Fracio aquosa |:" *| Fracio acetato
3 extragfes com n-butana
i200m| cada)
v ¢
| Fragdo aguosa | | Fracio n-butanol |

Figura 9: Fluxograma da parti¢éo liquido-liquido do extrato

metanalico.

Essa particdo liquido-liquido resultou nas fragdes aquosa, fracdo acetato e
fracdo n-butanol; das quais essa Ultima foi utilizada juntamente com o extrato

metanadlico nos experimentos que se seguiram.

3.3. Teor de Fendlicos Totais

O teor de fendlicos totais presentes no extrato metandlico e na fracao n-butanol
foram determinados com a utilizacdo do reagente Folin-Ciocalteu segundo método
adaptado de Singleton (1999).

Foi utilizado o &cido galico como padrédo para a construcdo da curva analitica,
em solucao de etanol 50 % nas concentracdes de 1,25; 2,5; 4,0; 5,0; 7,5; 10,0 e 20,0

png/mL.
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6m| 0 Sml
1) 0,Aimide A,BouP
) —— || 92— g
| -
2) 8min &a—— \ _1&__,..
Na COg | | Hyoa.s.p. 10mi |_final
20% :

3) Incubar a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Apos 2 horas fazer leitura a 760nm

Figura 10: Esquema do procedimento realizado no teste de determinacéo do

teor de fenodlicos totais.

Primeiramente 0,1 ml da solugéo a ser analisada (amostra - A, padréo - P ou
branco/etanol 50 % - B) foi misturada a 6 ml de agua. Em seguida, adicionou-se a
mistura 0,5 ml do reagente Folin-Ciocalteu e agitou-se bem. A mistura resultante foi
deixada em repouso por 8 minutos e apds esse tempo adicionou-se 1,5 ml de solucdo
de Na2COs 20 %. O volume foi completado com agua para 10 ml. A solucao foi mantida
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 2 horas. As absorbancias das solucdes
foram medidas a 760 nm em espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800. As analises foram
feitas em triplicata e os resultados expressos em porcentagem de pg de compostos
fendlicos totais equivalentes ao acido galico por ug de amostra (extrato metanolico e

fracdo butandlica).

3.4. Teor de Flavonoides Totais
O teor de flavonoides totais foi determinado segundo metodologia "A” de Yu-
Chi Ho (2012). O método foi utilizado para quantificar o teor de flavonoides presentes

no extrato metandlico e na fragdo n-butanol.
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1,5mi 0,1ml
1) 0,5mide ABouP —————— —_— e
) etanol AICl:(aq)
95% . 10% (m/v)
2) 0,1ml 2,8 ml
CHs(?:IOh?Na(aq) HZO g.s.p.5ml final

3) Incubar por 30 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Realizar a leitura das amostras a 415 nm.

Figura 11: Esquema do procedimento realizado no teste de determinacao

do teor de flavonoides totais.

Foi utilizado quercetina como padrdo para a construcdo da curva analitica.
Foram feitas diluicbes da quercetina (0,30; 0,90; 1,5; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,5; e
15,0 pg/ml) em metanol.

Primeiramente 0,5 da amostra foi misturada a 1,5 ml de etanol 95%. Foi
adicionada a mistura 0,1ml de solucdo aquosa de cloreto de aluminio 10% (m/v) e 0,1
ml de acetato de potassio 1 M. Completou-se com agua para 5 ml. A mistura foi
incubada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 30 min.

A absorbancia da soluc¢éo foi medida a 415 nm em espectrofotometro Shimadzu
UV-1800. Os testes foram feitos em triplicata e expressos em porcentagem de ug de
flavonoides totais equivalentes a quercetina por pg de amostra (extrato metandlico e

fracdo butandlica).

3.5. Atividade antioxidante (DPPH)
O ensaio da atividade antioxidante do extrato metandlico e da fracdo n-butanol
foi realizado segundo metodologia de Sharma et al. (2009), com a utiliza¢ao do radical

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH).
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Foram feitas solu¢cdes das amostras em metanol - extrato metanolico: 8,0; 6,0;
4,0; 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 pug/ml; fracao n-butanol: 8,0; 6,0; 4,0; 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 pg/ml;

padrao (acido ascérbico): 5,28; 4,4; 3,52; 2,64; 1,76 e 0,88 pug/ml.

1.0ml Agitar -
1) 3,0ml de A,B ou P em metanol L . . Solugao
DPPH 200 uM final
metanol .

2) Incubar a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Apos 30 min fazer leitura a 517nm

Figura 12: Esquema do procedimento realizado no teste de determinacéo de
atividade antioxidante.

Para a realizagdo do ensaio primeiramente preparou-se uma solugcao
metandlica 200 uM de DPPH, adicionou-se 1 ml dessa solucao a 3 ml da solucdo a
ser analisada (extrato metandlico, fracdo n-butanol ou &cido ascorbico), incubou-se a
solugdo resultante por 30 min. A leitura foi feita a 517 nm em espectrofotometro
Shimadzu UV-1800 e os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do
radical DPPH. O teste foi feito em triplicata e ao abrigo da luz para prevenir a

degradacéo do radical DPPH.

3.6. Cromatografia em coluna classica por exclusdo molecular (CC)

A fracdo n-butanol foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna. Foi aplicada como amostra 2,0 g da fragdo n-butanol solubilizada em metanol
em uma coluna de vidro com 4cm de diametro e preenchida com fase estacionéaria
com altura de 100cm. A fase estacionaria utilizada foi a Sephadex® LH-20, a qual foi
empacotada a umido em metanol; como fase movel foi utilizado metanol. A vazéo
utilizada foi de 2ml/min, sendo coletadas fracbes de 5ml. A eluicdo durou

aproximadamente 10h resultando em 230 fracdes.
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As fracOes foram posteriormente analisadas por cromatografia em camada

delgada (CCD).

3.7. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As fracdes obtidas na cromatografia em coluna foram analisadas por CCD. Em
virtude do grande numero de fracdes coletadas foram selecionadas apenas algumas
fracOes para serem andlisadas em CCD. Para a analise em CCD as fracbes foram
separadas em grupos de 10 fracBes segundo a sua ordem de coleta, em seguida
foram selecionadas para a analise de 2 a 3 fracbes com as maiores massas dentro de
cada grupo, resultando em 60 que foram analisadas.

As condi¢fes utilizadas na CCD foram: como fase estacionaria foi utilizada
silica gel G-60 aplicada com auxilixo de espalhador em placas de vidro com
dimensdes de 20x20cm; a fase movel utilizada foi n-butanol: acido acético: agua
67:30:03; essa fase movel foi escolhida devido a sua for¢ca de elui¢cdo que é adequada
para a separacdo de taninos hidrolisaveis, classe de matabolitos secundarios
presentes em quantidade majoritaria na fragdo n-butanol segundo as analises
espectrofotométricas realizadas e reacdo quimica com solucdo de cloreto férrico
(BERTOLDI, 2012).

As 60 fracOes selecionadas para a analise foram aplicadas em 6 placas
cromatograficas contendo 10 fracdes em cada uma. Apds a corrida das amostras
segundo a fase movel acima citada, as placas foram reveladas com acido sulfurico
10% (revelador universal) colocadas em estufa para revelagdo durante 10min a uma
temperatura de 110°C (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A partir do perfil cromatografico apresentado nas cromatografias, foram

selecionadas as fragbes com melhor perfil e melhor separagdo de possiveis
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substéancias. As fraces selecionadas foram as de 80 a 94, as quais foram analisadas
em 2 placas (cada uma com um revelador). As condi¢cdes cromatograficas de fase
estacionaria e de fase movel foram as mesmas utilizadas anteriormente variando
somente a distancia da corrida de 10cm para 15cm (para obter-se uma melhor
visualizacao). Os reveladores utilizados, foram o anisaldeido sulfarico (revelador de
terpenos e saponinas) e o acido sulfurico 10% (revelador universal) (WAGNER,
BLADT, 1996; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Foi feita também uma placa cromatografica nas mesmas condi¢cdes, com 14
fracOes escolhidas aleatoriamente de forma a compreender o perfil das 230 fracdes e
estas placas foram reveladas com cloreto férrico 2% (revelador de compostos
fendlicos) para confirmar a hipétese da presenca de taninos hidrolisaveis na fracao n-

butanol.

4. Resultados
4.1. Teor de fendlicos totais
O teor total de fendlicos presente no extrato metandlico e na fracdo n-butanol
foram calculados com base na equacdo y = 0,1091x + 0,0675 (R?= 0,9986), obtida a
partir da curva analitica (Figura 13). Os resultados foram expressos em porcentagem
de pg de compostos fendlicos totais equivalentes ao acido galico por pg de amostra.
Como demonstrado na tabela 1, o teor de fendlicos presentes no extrato

metanolico foi de 40,47% e 47,80% na fragdo n-butanol.
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Figura 13: Curva analitica do acido gélico (padréo) utilizada no

calculo do teor de fendlicos totais.

4.2. Teor de flavonoides Totais
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O teor de flavonoides totais presente no extrato metanodlico e na fracdo n-

butanol foram calculados com base na equacgédo y = 0,0753x + 0,0266 (R?= 0,9925),

obtida a partir da curva analitica (Figura 14). Os resultados foram expressos em

porcentagem de pg de flavonoides totais equivalentes a quercetina por pug de

amostra. Como demonstrado na tabela 1, o teor de flavonoides presentes no extrato

metanolico foi de 1,61% e na fracdo n-butanol de 0,24%.

=
S

U = 0 2 o ™ 0 v o b

o +

Curva analitica da quercetina

o o o =
> o o "o

o
)

(=]

5 10 15
Concentracdao da quercetina (pg/mlL)

Figura 14: Curva analitica da quercetina (padrdo) utilizada no

calculo do teor de flavonoides totais.
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4.3. Atividade antioxidante (DPPH)

A figura 15 apresenta um grafico de concentracdo das amostras versus
porcentagem de inibicdo do radical DPPH. Os valores de Clso (concentracdo inibitoria
de 50%) estdo descritos na tabela 1.

Para realizacdo dos célculos de porcentagem de inibicdo foram usados os 5
pontos com maior coeficiente de linearidade de cada uma das amostras e do padrao
(desconsiderou-se os dois pontos de maior concentracao das amostras e 0 ponto de
maior concentracdo do padrdo), resultando nas seguintes equacfes: extrato
metandlico - y = 15,876x - 0,2083 (R? = 0,9995); fracdo n-butanol - y = 20,172x +

2,3333 (R? = 0,9987); e acido ascorbico -y = 20,114x — 4,9 (R? = 0,9994).

Atividade antioxidante (DPPH)

100

% de inibic3o
i) | e |
= n

| ]
i

] 1 2 3 i 5 b 7 a
Concentragdo (pgfml)

—»— Acido ascérbico —a— Extrato Metanolico —s— Fragdo n-butanol

Figura 15: Grafico comparativo das atividades antioxidantes do extrato

metandlico, da fracado n-butanol e do acido ascorbico (padrdo).
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Tabela 1: Resultados dos testes de teor de fenélicos totais, teor de flavonoides
totais e de atividade antioxidante (DPPH).

Extrato Acido
Testes Metandlico Fracdo n-butanol  Ascorbico
Teor de fendlicos fotais 40,47 % 47 80% -—
Teor de flavonoides totais 1,61% 0,24% -—
Atividade antioxidante DPPH (50%
inibicdo) 3.16pg/ml 2 36pg/ml 2 72ug/ml

4.4. Cromatografia em coluna por exclusdo molecular (CC)

Durante a eluicdo da coluna cromatogréfica, notou-se que a amostra acabou
ficando retida na fase estacionaria, provocando uma eluicdo muito prolongada e em
decorréncia disso a cromatografia ndo foi feita até que a solucdo coletada fosse
incolor. Dessa forma foi estipulado a quantidade de 230 fra¢cdes que consideramos
abranger um bom nimero de amostras para analise, e o restante da amostra que ficou
retida na fase estacionaria foi sendo coletada em bequeres de 500ml, resultando em
4 grandes fra¢des que foram divididas em A, B, C e D respectivamente em sua ordem
de coleta. Ap6s a coleta dessas fracdes, a solucdo coletada se tornou incolor, mas
ainda restou uma parte da amostra que ficou permanentemente retida na fase
estacionaria, jA que a fase estacionaria que antes era de colora¢do branca, ficou

marrom (cor da fragdo n-butanol).

4.5. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram obtidas as seguintes placas cromatograficas (Figuras 16 a 23):



Figura 16: CCD das fracdes 1 a 51. Fase estacionaria de silica gel G-60 e fase

movel n-butanol: acido acético: agua 67:30:03; revelacdo com acido sulfarico 10%.

Figura 17: CCD das fracdes 52 a 94. Fase estacionaria de silica gel G-60 e fase
movel n-butanol: acido acético: agua 67:30:03; revelacdo com acido sulfarico 10%.
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Figura 18: CCD das fracdes 95 a 144. Fase estacionaria de silica gel G-60 e fase

movel n-butanol: acido acético: agua 67:30:03; revelacdo com acido sulfarico 10%.

Figura 19: CCD das fracdes 145 a 193. Fase estacionéria de silica gel G-60 e fase
movel n-butanol: &cido acético: agua 67:30:03; revelagdo com acido sulfdrico 10%.
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Figura 20: CCD das fracdes 194 a 230 e fracBes A, B, C e D. Fase estacionaria de
silica gel G-60 e fase movel n-butanol: &cido acético: agua 67:30:03; revelacado com

acido sulftrico 10%.

Figura 21: CCD das fracdes 80 a 94. Fase estacionéria de silica gel G-60 e fase

movel n-butanol: acido acético: agua 67:30:03; revelacdo com acido sulfarico 10%.
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Figura 22: CCD das fracbes 80 a 94. Fase estacionaria de silica gel G-60 e fase

movel n-butanol: &cido acético: agua 67:30:03; revelacdo com anisaldeido sulftrico.

Figura 23: CCD das frac6es 16 a 230. Fase estacionaria de silica gel G-60 e fase

movel n-butanol: acido acético: 4gua 67:30:03; revelagdo com cloreto férrico 2%.



5. Fluxograma do trabalho
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Figura 24: Fluxograma demonstrando as etapas do trabalho e os respectivos

experimentos realizados.
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6. Discusséao

Pudemos observar que tanto o extrato quanto a fracdo n-butanol possuem uma
guantidade consideravel de compostos fendlicos (40,47% e 47,80% respectivamente)
principalmente se considerarmos que o extrato metandlico e a fracdo n-butanol ndo
sdo puras. Os compostos fendlicos sdo uma grande classe de metabdlitos
secundarios caracterizados pela presenca de pelo menos um anel aromatico ligado a
uma ou mais hidroxilas (MALACRIDA; MOTTA, 2005). Sao distibuidos em diversas
classes, incluindo acidos fendlicos, fenilpropanoides, lignanas, antraderivados,
estilbenos, flavonoides, taninos condensados, taninos hidrolisaveis, entre outros
(SIMOES et al., 2007).

Analisando o resultado obtido no teor de flavonoides totais, pudemos observar
gue a quantidade de flavonoides presentes tanto no extrato quanto na fracao n-butanol
sdo muito baixas (1,61% e 0,24%, respectivamente). Portanto, os compostos fenélicos
majoritarios ndo sao flavonoides, o que corrobora com outros dados deste trabalho e
com estudos realizados anteriormente por nosso grupo de pesquisa (BERTOLDI,
2012; COSTA, 2010) que sugerem serem taninos hidrolisaveis os compostos fendélicos
majoritarios. A partir dessa premissa foi conduzido o restante do estudo.

O teste de atividade antioxidante realizado pelo método de DPPH demonstrou
que tanto o extrato metandlico quanto a fracdo n-butanol possuem uma atividade
antioxidante significativa, principalmente quando comparamos com a atividade
apresentada pelo &cido ascorbico (padrao), apresentando valores de Clso muito
proximos ao do padrédo e no caso da fragcdo n-butanol apresentando uma acao
antioxidante superior.

Na execucao do fracionamento da fracdo n-butanol em coluna cromatogréafica

foi escolhida a fase estacionaria Sephadex® LH-20 em virtude de nosso grupo de
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pesquisa ja ter tentado sem sucesso o fracionamento em cromatografia em coluna
com silica C18 (BERTOLDI, 2012).

A coluna cromatografica apresentou parcial sucesso em decorréncia de uma
parte da amostra aplicada ter ficado retida na fase estacionaria, acreditamos que iSso
tenha ocorrido em virtude da amostra possuir uma afinidade maior pela fase
estacionaria do que pelo eluente e também pela grande quantidade de taninos
presentes na fracdo, que podem ter ficado retidos nos poros da fase estacionaria ou
mesmo adsorvidos por interaces diferenciais com a fase estacionaria; e também ao
tempo de desenvolvimento da cromatografia que poderia ter sido maior.

As placas cromatograficas representadas nas figuras 16 a 20 foram feitas para
gue pudessemos avaliar a eficiéncia do fracionamento da coluna cromatografica.
Considerando as massas das fracdes obtidas, as mais interessantes para prosseguir
o fracionamento seriam as frac6es de 80 a 94. De forma geral, o fracionamento da
fracdo n-butanol por exclusdo molecular néo foi eficiente, pois foram obtidas diversas
frac6es com perfil cromatografico semelhante e ainda complexo.

As placas das figuras 21 e 22 foram feitas com as fragbes 80 a 94. Ambas
apresentaram um perfil muito semelhante. A revelacdo com anisaldeido sulftrico
sugere que as manchas observadas podem corresponder a terpenos de média
polaridade ou saponinas. Bertoldi (2012) verificou a presenca de saponinas na fracao
n-butanol através do teste de formacao de espuma. Pudemos observar também que
todas as 14 fracdes apresentaram um perfil muito semelhante, o que sugere que essas
fracbes apresentam o0 mesmo conjunto de substancias (jA& que existem varias
manchas) portanto estando em grande quantidade na fracado n-butanol.

A placa da figura 23 foi revelada com cloreto férrico 2%, revelador esse que

possui afinidade por compostos fendlicos. Ao analisarmos a placa pudemos observar
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gue os fendlicos soO estao presentes nas fracdes superiores a de namero 107, sendo
que a partir da fracdo 193 as manchas ficaram retidas na origem. Esse resultado em
conjunto com o observado nas figuras 21 e 22 sugerem que as fracdes de 80 a 94 (e
gue se encontram em quantidade majoritaria nas fracdes analisadas por terem maior
massa) nao se tratam de compostos fendlicos, mas sim de saponinas e/ou terpenos.
Ja os compostos das frac6es 107 em diante sé&o constituidos de compostos fendlicos,
muito provavelmente taninos hidrolisaveis, por apresentarem coloracdo azulada ao
serem revelados com solucao de cloreto férrico 2%. Cabe ressaltar que a quantidade
de flavonoides na fracdo é muito baixa (0,24%). Podemos cogitar a hipotese de que
esses compostos sejam taninos hidrolisaveis de tamanho molecular pequeno ou
acidos fendlicos pequenos como: acido galico, &cido elagico, entre outros, isso porque
eles sO foram coletados na coluna cromatografica nas fracfes correspondentes do
meio para o final da eluicdo. Geralmente as moleculas menores sdo as que saem por
altimo quando estamos utilizando uma fase estacionaria que separa por tamanho
molecular jA que as moléculas menores precisam transpor os poros da fase
estacionaria, demorando mais tempo para a sua corrida, o que corrobora com essa

hipotese.

7. Concluséo

Pudemos concluir que Byrsonima pachyphylla A. Juss. € uma espécie com
potencial uso medicinal, apresentando atividade antimicrobiana contra diversos tipos
de micro-organismos (COSTA, 2010), além de ser rica em metabdlitos secundarios,
principalmente compostos fenolicos. Outra caracteristica interessante do extrato
metanolico e da fracdo n-butanol estudada no trabalho é o grande potencial

antioxidante que foi muito semelhante ao apresentado pelo acido ascorbico (padrao).
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Também concluimos que as condicfes utilizadas no fracionamento em coluna por
exclusdo em gel ndo foram eficientes, sendo necessario em futuros estudos, a
utilizacado de outras condi¢cbes e/ou outras estratégias de fracionamento como por
exemplo CLAE preparativa ou cromatografia contra-corrente. Foi observado também
gue a espécie possui outros metabdlitos secundarios importantes além dos taninos

como as saponinas, podendo ser foco de possiveis estudos no futuro.
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