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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo fitoquimico do extrato etandlico de Paspalum
atratum Swalen (Poaceae). O género Paspalum é o mais importante das gramineas no
Brasil e possui caracteristicas compativeis com a utilizacdo no pastejo.
Fenilpropanoides foram isolados por métodos cromatograficos (CC, CLAE) pela
primeira vez neste género. Estes fenilpropanoides foram identificados como: (R)-acido
rosmarinico, (AR, 1), acido 3-O-cafeoilquinico (2), fenilalanina (3), acidos cis- e trans-
coumaroilquinico (4 e 5), acido 5-O-cafeoilquinico (6), acido 4-O-cafeoilquinico (7) e
acido cafeico (8) pela andlise de seus dados de EM, RMN de 'H e de *3C, incluindo
COSY, HMBC, HSQC, TOCSY-1D e DOSY, e pela comparacdo destes dados com
aqueles descritos na literatura para estas substancias. A substancia majoritaria no
extrato etandlico foi o AR (4,4%). Esta foi usada como padrédo em analises qualitativas
e quantitativas do extrato. Um método eficiente em CLAE-DAD para determinacao de
AR no extrato foi estabelecido (r* = 0,9979). O limite de deteccéo (LD) e limite de
guantificacdo (LQ) foram 4,00 e 12,13 pg/mL respectivamente, e a faixa de linearidade
foi 12,1-100,0 pg/mL. As precisdes intradia e interdia do método foram avaliadas pela
analise das solucbes de padrdo AR. O desvio padrédo da area do pico do analito foi
utilizado como parametro de avaliacado da precisao intradia, compreendendo o intervalo
de 1,57-2,06%. A precisdo interdia (7 dias) do método compreendeu o intervalo de
0,54-1,69%. A recuperacdo, avaliada pela adicdo do padrdo AR, foi satisfatoria (75-
78%.

Palavras-chave: Poaceae, Paspalum atratum, fenilpropanoides, acido rosmarinico,
acido cafeoilquinico, &cido coumaroilquinico, acido clorogénico, acido isoclorogénico,

acido neoclorogénico e fenilalanina



ABSTRACT

This work describes the phytochemical study on ethanol extract from aerial parts of
Paspalum atratum Swalen (Poaceae). The Paspalum genus is one of the most
important grasses in Brazil and has characteristics compatible with its utilization in
pastures for cattle. Phenylpropanoids were isolated by chromatographic methods (CC
and HPLC) for the first time in this genus. These phenylpropanoids were identified as
(R)-rosmarinic acid (RA, 1), 3-O-caffeoylquinic acid (2), phenylalanine (3), cis- and
trans-3-O-coumaroylquinic acids (4 and 5), 5-O-caffeoylquinic acid (6, chlorogenic acid),
4-0O-caffeoylquinic acid (7), and caffeic acid (8) by analyses of their MS, *H and *C
NMR data, including COSY, HMBC, HSQC and DOSY, and comparison of these data
with those reported in the literature for these type of compounds. The major compound
isolated from the ethanol extract was RA (4.4%). It was used as standard for qualitative
and quantitative analyses of extract. An efficient HPLC-DAD method for determination of
RA in extract was established (r?> = 0.9979). The limit of detection (LOD) and limit of
guantification (LOQ) were 4.00 and 12.13 pg/mL, respectively, and the validated range
was 12.1-100.0 uyg/mL. The intra-day and inter-day precisions of the method were
evaluated by analyzing the blank solution spiked by RA. The standard deviation (SD) as
evaluation parameter for the intra-day precision of peak area of target analyte was in the
range of 1.57-2.06%. The inter-day precision (7 days) of the method was in the range of
0.54-1.69%. Satisfactory recovery (75-78%), evaluated by standard additions method,

was achieved.

Keywords: Poaceae, Paspalum atratum, phenylpropanoids, rosmarinic acid,
caffeoylquinic acid, chlorogenic acid, isochlorogenic acid, neochlorogenic acid,

coumaroylquinic acid, phenylalanine
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1. INTRODUCAO

Poales € uma ordem bem representada no Brasil, sendo uma das principais
componentes de nossa flora. Das dezoito familias pertencentes a esta ordem, dez
ocorrem no Brasil, entre elas a Poaceae. Esta possui uma distribuicdo cosmopolita,
incluindo cerca de 650 géneros e 9000 espécies, sendo que no Brasil ocorrem cerca de
180 géneros e 1500 espécies. Estas espécies, conhecidas por gramineas, apresentam
importancia mundial, uma vez que contribuem para as formacdes campestres em todo
o mundo, e destacam-se pela utilizacdo na alimentacdo (por exemplo: cana-de-acucar,
milho, aveia, arroz e trigo) de diversos povos. A familia apresenta também importancia
ornamental, como a espécie Paspalum notatum, conhecida como grama batatal, que é
a principal componente de pastagens. Espécies como Cymbopogon citratus (capim
liméo) e Cymbopogon martinii (citronela) sdo bastante empregadas como repelentes de
insetos [1].

O género Paspalum é o mais importante das gramineas do Brasil e possui
caracteristicas morfolégicas compativeis com a utilizacdo no pastejo, além de
nutrientes adequados a producdo de ruminantes. Apresenta grande resisténcia ao
pisoteio e a cortes frequentes, bom desenvolvimento em solos poucos férteis e boa
tolerancia as secas [2]. Este género destaca-se entre as gramineas nativas em
pastagens cultivadas resistentes as cigarrinhas (Deois flavopicta - Homoptera;
Cercopidae) [3].

O levantamento bibliogréafico realizado nas bases de dados SciFinder, Web of
Science e Dictionary of Natural Products aponta que triterpenos, alcaloides e
flavonoides estdo entre as principais classes de constituintes quimicos que ocorrem em
gramineas. Com relacdo ao género Paspalum, somente trés das 330 espécies
apresentam estudos fitoquimicos descritos na literatura. A espécie Paspalum
scrobiculatum, conhecida como capim-arroz, capim-vaca, coroa-indiana, capim pojuca,
grama-coroa-indiana e milheto-de-vala, foi a mais estudada. Das sementes desta
espécie foram isolados alcoois saturados de cadeia longa (tritriacontanol, octacosanol),
além de acidos graxos e esteroides (sitosterol, campesterol e sitosterol-O-glucosideo)
[4-8]. Outras espécies estudadas foram P. dilatatum e P. conjugatum (capim-forquilha)
que forneceram um derivado metilado do lupeol e a flavona luteolina, respectivamente
(Figura 1, p. 20) [9,10].
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Figura 1 - Substancias isoladas do género Paspalum.

H3C(CH5,)sCOOH H3C(CH,)14,COOH  H3C(CH3)1sCOOH

Acido octanéico Acido hexadecandico Acido eicosandico
H3;C(CH5)341CH,OH H3;C(CH5),6CH,OH
Tritriacontanol Octacosanol

OH O

Sitosterol-O-glucosid
Luteolina itosterol-O-glucosideo

Campesterol Sitosterol

A espécie selecionada para este estudo foi P. atratum (Figura 2, p. 21), por ndo
conter na literatura artigos sobre estudos fitoquimicos e por esta espécie estar no rol de

espécies de grande interesse agronémico pela Embrapa Pecuaria Sudeste.



21
Dissertacédo de Mestrado

Figura 2 — Fotos de Paspalum

atratum.

i
L

Fonte: http://www.agropecuariavilaverde.com.br/site/sementes/product_images/tbgnsgntgijnwecd.jpg;

http://www.sementesfertil.com.br/imagens/capim_pojuca_foto.qif

Estudos sobre a dinamica de perfilhamento e elongacédo de folhas P. atratum,
submetido ao pastejo rotacionado, indicaram o potencial de pastagem desta espécie
[11]. Adaptada a solos maldrenados, esta forrageira desperta interesse para o
estabelecimento via sementes em solos Umidos, resultando em mais uma alternativa de
alimento para os rebanhos, tornando a atividade pecuaria mais produtiva e lucrativa
[12]. Estudos sobre fitorremediac&o indicaram que P. atratum pode extrair Cd** de solos
contaminados, embora apresente uma significativa reducédo de sua biomassa em solos
contaminados com Zn?* [13].

Neste trabalho € descrito a determinacdo estrutural de oito fenilpropanoides

isolados de P. atratum (Figura 3, p. 22).
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Figura 3 - Substancias identificadas em P. atratum.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos o isolamento e a elucidagéo estrutural dos

constituintes quimicos do extrato etandlico de Paspalum atratum.
3. EXPERIMENTAL

3.1.Materiais e Equipamentos

Os materiais e equipamentos utilizados foram:

e Balanca analitica Denver Instrument APX-200;

e Banho ultrassénico Unique USC750;

e Moinho de Facas Tecnal;

e Bomba de vacuo Buchi B-169;

e Os espectros de RMN foram adquiridos em espectrometros Varian INOVA 300 (7,0
T), Bruker - 300 Fourier Dual (7,0 T) e Bruker Avance Il 600 (14,1 T) com
criossonda, utilizando tubos de 5 e 3 mm. Solventes deuterados: cloroformio
deuterado (CDCl3), agua deuterada (D,0O) e dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg)
99,9%, Cambridge Isotope Laboratories foram empregados. Como referéncia
interna, foram utilizados os sinais relativos a hidrogénios ou carbonos do solvente
residual e para os espectros de RMN de **C em D,0, foi utilizado o método de
calibracdo externa;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Jasco (controlador LC-Net II/ADC, bomba
PU-2086 Plus, detector MD-2018 Plus), equipado com coluna Varian Ominispher
(ODS 250 x 4,6 mm, 5 pm);

e A andlise por CLAE-EM foi conduzida num espectrometro de massas LCQ Fleet
LC/MS (HPLC-ESI/APCI-IT-MS", Thermo Analitica®) equipado com um dispositivo
de insercao direta de amostra via andlise por injecdo em fluxo continuo. Operou-se
no modo negativo de ionizacdo por electrospray (ESI), e as fragmentacdes MS!
foram realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). A separacdo cromatogréfica
foi efetuada em cromatografo Accela equipado com quatro bombas, detector de

arranjo de diodos e injetor automatico.
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e A curva de dicroismo circular eletrbnico (DCE) foi obtida em um
espectropolarimetro dicrégrafo da Jasco j-815. Para a medida, utilizou-se uma
cubeta de 0,2 mm, e a varredura foi efetuada de 190 a 400 nm. A amostra foi
solubilizada em CHsOH, e a solucéo foi preparada na concentracéo de 0,5 mg/mL.

e Comatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu ™ (bomba isocratica SPD-
10AVvp, controlador SCL-10Avp), detector UV-Vis SPD-10AVvp equipado com
coluna semipreparativa SHIMPACK (ODS, 250 x 20 mm, 10 pm);

e Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC): Fase estacionaria: silica
gel 60 PF.ss (Merck ®). As revelacdes foram efetuadas com solucédo de vanilina
sulfurica, iodocloroplatinato de potassio, solucdo de Dragendorff, em cuba com
vapores de iodo e radiagcdes UV em 254 e 365 nm;

e Filtro PVDF 0,20 um Hexis;

e Solventes: Metanol 99,9% J.T. Baker® Analyzed HPLC reagent; &cido acético
glacial 99,9% J.T. Baker® Analyzed HPLC reagent; acetonitrila 99,9% Tedia HPLC

e agua deionizada em Sistema Purificador de Agua Millipore Synergy UV.

3.2.Coleta e identificacdo da espécie vegetal

Licenca para estudos com a espécie P. atratum Swalen foi adquirida pela
EMBRAPA junto ao IBAMA-CGEN com o numero BRA 009610. Esta espécie foi
cultivada na Embrapa-Séao Carlos e a coleta foi efetuada em fevereiro de 2013 pelo Dr.
Francisco Humberto Dibbern de Souza (Embrapa-Sao Carlos).

Apés a coleta das partes aéreas de P. atratum, o material vegetal foi seco ao ar
e, posteriormente, em estufa climatizada a uma temperatura média de 50 °C. O material

vegetal, apds seco, foi moido por processo mecanico utilizando um moinho de facas.
3.3.Preparacédo dos extratos hexanico e etandlicos de P. atratum

Para a preparacao dos extratos de P. atratum, partiu-se de 1,3 kg de material
vegetal seco e moido. O procedimento de preparacdo do extrato hexanico por
maceracéo foi realizado deixando o material vegetal em contato com o solvente durante
um dia e realizando trés extracdes sucessivas em trés dias consecutivos. O mesmo

procedimento foi adotado para a obtencdo do extrato etandlico. A torta resultante foi
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extraida em aparelho soxhlet (extraida de pacotes de papel filtro contendo o material
vegetal durante 8 horas), Esquema 1 (p. 25).

O extrato hexanico foi seco em rotaevaporador a pressdo reduzida e a
temperatura de 30 °C, enquanto que o extrato etandlico e etandlico proveniente da
extracdo usando aparelho soxhlet foi concentrado a temperatura de 45 °C.
Posteriormente, os extratos foram mantidos em capela de exaustdo até eliminagdo do
solvente. As massas obtidas dos extratos estdo apresentadas na (Tabela 1, p. 25).

Tabela 1 - Rendimento dos extratos obtidos de P. atratum.

Extrato Cédigo Massa (g) Rendimento (%)
Extrato hexanico PAH 8,7 0,70
Extrato etandlico maceracao PAE 29,3 2,30
Extrato etandlico soxhlet PAE-Sox 58,3 4,56

3.4.Anélise dos extratos por CCDC e por RMN de *H

Os extratos PAH e PAE foram analisados por CCDC em diferentes fases moveis:
hexanos-AcOEt (3:2 e 4:1), CHCI3-MeOH (19:1), hexanos-AcOEt-MeOH (7:2:1 e 5:3:2).
As cromatoplacas foram reveladas utilizando 1ampada de luz ultravioleta (A de 254 e
366 nm), vapores de iodo, solucdes de vanilina sulftrica, iodocloroplatinato de potassio
e reagente de Dragendorff [14].

Os extratos obtidos foram também analisados por RMN de H, utilizando CDCls
como solvente para PAH, e CDCl; e DMSO-ds para PAE e PAE-Sox.

3.5.Fracionamento do extrato etandélico de P. atratum

3.5.1. Particado de PAE e Fracionamento de PAE-2

Uma porcdo de 10,0 g de PAE foi parcialmente solubilizada com CHCls,
utilizando volumes sucessivos de 50, 30 e 10 mL, obtendo-se 5,7 g de fragdo soluvel
(PAE-1) e 3,9 g de fracdo insoluvel (PAE-2). As fragBes obtidas foram analisadas por
RMN de *H.

Parte da fracdo PAE-2 (3,00 g) foi submetida a extragdo em fase sdélida,

utilizando-se silica gel de fase reversa C-18 de 40 a 63 ym (® =2,8 cm; h = 18,5 cm; m
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= 50,0 g). Um total de dez fracbes (PAE-2.1 a PAE-2.10) de 220 mL (~ 3 x Vm) foi
obtido (Esquema 1).

Esquema 1 - Preparacdo dos extratos e fracionamento de PAE.

Partes aéreas
de P. atratum

(1,3 Kg)

Extracdo com

Hexano (3X)

(g é:) Torta
Extragdo com
Etanol (3X)
PAE
(29,3 g) Torta

Extracdo em Soxhlet
com Etanol

PAE
(10,0 g)

Extragdo com PAE-Sox

CHCl; (3X) Torta (58,3 )
PAE-1 PAE-2

(Solavel em (Insoluvel em

CHCly) CHCl)
(5,79) (3.99)
PAE-2
(3,00 9)

CC [C-18, gradiente MeOH-H,0
(1:19 a MeOH e Isopropanol)]

MeOH-H,0 MeOH-H,0O MeOH-H,0O MeOH-H,0O MeOH-H,0 MeOH-H,0O MeOH-H,0O MeOH-H,0 MeOH 100% Isopropanol
(1:19) (1:4) (3:7) (2:3) (1:1) (3:2) (7:3) (4:1) ? 100%

v
PAE-2.1 PAE-2.2 PAE-2.3 PAE-2.4 (1)|| PAE-2.5 PAE-2.6 PAE-2.7 || PAE-2.8 || PAE-2.9 || PAE-2.10
(1642,5 mg)||(228,2 mg) || (103,9 mg) | | (329,4 mg) ||(285,2 mg)||(159,4 mg)| | (78,8 mg)||(45,2 mg) || (39,6 mg) || (32,2 mg)

Acido rosmarinico (AR)
0,1 % do material vegetal
4,4 % de PAE

Todas as fragOes foram analisadas por CLAE-DAD. O gradiente utilizado nas
analises consistiu em uma rampa linear, partindo-se de MeOH-H,O 1:19 para MeOH
100% em 30 min. A condigcdo MeOH 100% foi mantida por 15 min. Ent&o, houve outra
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mudanc¢a na composicao da fase movel, passando-se para MeOH-H,O 1:19 em 5 min.
Esta condicdo foi mantida por mais 10 min. As andlises foram conduzidas a
temperatura de 25 °C e vazdo de 1,0 mL/min, utilizando-se coluna analitica de fase
reversa C-18. As amostras foram preparadas na concentracdo de 1,0 mg/mL, e entéo
filtradas através de membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,20 um. O
volume de injecao foi padronizado em 20 pL.

Todas as fracdes obtidas por CC de PAE-2 também foram analisadas por RMN
de 'H. A fracdo PAE-2.4 foi submetida aos experimentos de RMN de *C, gHMBC,
gHSQC e gCOSY, o que levou a caracterizacdo de 1. Esta substancia representou

0,1% do material vegetal seco e 4,4% do extrato etanodlico de P. atratum.

3.5.2. Fracionamento de PAE-2.2

O perfil cromatografico de PAE-2.2, quando comparado ao das outras fracdes,
foi o que apresentou a melhor separacdo dos constituintes quimicos na analise
comparativa em modo gradiente exploratorio (item 3.5.1, p. 25). Assim, foi realizada a
otimizacdo da condicdo cromatografica por CLAE-DAD no modo isocratico para a
purificacdo dos constituintes quimicos. As analises foram conduzidas a temperatura de
25 °C e vazéao de 1,0 mL/min, utilizando coluna analitica de fase reversa C-18 (Varian,
microsorb, 250 x 4,6 mm, 5 um). As amostras foram preparadas na concentracdo de
1,0 mg/mL, e entao filtradas através de membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
de 20 um. O volume de injecdo foi padronizado para 20 pL. A melhor condicéo
estabelecida para a separacdo dos constituintes quimicos de PAE-2.2 foi MeOH-H,0
(4:21) com 0,5% v/v de acido acético glacial (AcOH).

Na sequéncia, 0 método acima foi convertido [14] para a escala semipreparativa
e utilizado na separacdo dos constituintes por CLAE-UV. As andlises foram realizadas
utilizando coluna semipreparativa de fase reversa C-18 (Varian, microsorb, 250 x 20
mm, 5 um) a uma vazdo de 10,0 mL/min. A amostra PAE-2.2 foi preparada na
concentracdo de 10,0 mg/mL, e entdo filtrada através de membranas de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) de 0,20 um. O volume de inje¢&o foi padronizado em 1,0 mL.

Foram coletadas seis fracoes (PAE-2.2.1 a PAE-2.2.6). Todas as fragdes foram

secas em rotaevaporador a pressao reduzida e a temperatura de 45 °C.
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Posteriormente, as fracdes foram mantidas em capela de exaustao até eliminacdo do

solvente. As massas obtidas estdo apresentadas no (Esquema 2, p. 28).

Esquema 2 - Fracionamento de PAE-2.2.

PAE-2 2
(79,2 mg)

CLAE [C18, MeOH-H,Q (4:21)
+0,5 % de AcOH]

PAE-2 2.1 (2+3)
(8,3 mg)

PAE-2 2 2 (4+5)
(4.1 mg)

PAE-2 23
(1,4 mg)

PAE-2 2.4 (8)
(17,3 mg)

PAE-2 2.5 (T)
(4.8 mg)

PAE-2 26 (8)
(4,3 mg)

Todas as fracOes obtidas da separacdo de PAE-2.2 foram analisadas por RMN
de 'H. As fragcdes PAE-2.2.1, PAE-2.2.2 e PAE-2.2.4 foram submetidas a experimentos
de RMN de **C, gCOSY, gHSQC e gHMBC. As fracdes PAE-2.2.5 e PAE-2.2.6 foram
submetidas apenas a experimentos de RMN de 'H e de **C. Adicionalmente, a fracdo
PAE-2.2.1 foi submetida experimentos de gDOSY e a PAE-2.2.2 ao experimento de
TOCSY-1D.

3.6. Purificacdo do acido rosmarinico (AR)

Visando a quantificacdo de acido rosmarinico (AR) a substancia isolada do
extrato PAE conforme descrito no item 3.5.1 (p. 25) foi purificada. Para tal, foram
realizadas otimizacfes de condicbes cromatograficas em CLAE-DAD. As anadlises
foram conduzidas a temperatura de 25 °C e vazéo de 1,0 mL/min, utilizando-se coluna
analitica de fase reversa C-18 (Varian, 250 x 4,6 mm, 5 ym). As amostras foram
preparadas na concentracao de 1,0 mg/mL, e entdo filtradas através de membranas de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,20 um. O volume de inje¢&o foi padronizado em
20 pL. A condicdo utilizada para a transferéncia do método para a escala
semipreparativa foi ACN-H,0 (1:3) com 0,5% de &cido acético glacial.

Na sequéncia, o método acima foi convertido [14] para a escala semipreparativa
e utilizado na separacdo dos constituintes por CLAE-UV. As andlises foram realizadas
utilizando coluna semipreparativa de fase reversa C-18 (Varian, microsorb, 250 x 20
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mm, 10 pm) a uma vazdo de 10,0 mL/min. As amostras foram preparadas na
concentracdo de 10,0 mg/mL, e entéo filtradas através de membranas de fluoreto de

polivinilideno (PVDF) de 0,20 um. O volume de injecao foi de 1,0 mL.

3.7.Preparo das solucdes padrdes de AR

O &cido rosmarinico foi isolado em nosso laboratério a partir da PAE-2.4 item
3.5.1 (p. 25) e purificado (item 3.6). A pureza deste acido mediante analise por CLAE-
DAD foi de 95%, enquanto que, pela andlise do espectro de RMN de H, foi de ~98%.

A solucao estoque de AR foi preparada em ACN-H,O (11:39) na concentracao
de 500,0 pg/mL. Posteriormente, por diluicbes sucessivas, foram obtidas solucbes de
trabalho nas concentracodes de 20,0, 35,0, 50,0, 75,0 e 100,0 pg/mL, sendo adicionado
a essas solucbes 1% (v/v) de acido acético glacial. Todas as solugdes foram

armazenadas sob refrigeracao.

3.8.Validacdo do método analitico usando CLAE

Para a validacdo do método analitico foram utilizados os seguintes parametros:
calibracdo, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo, limite de quantificacéo,

recuperacao e quantificacao.
3.8.1. Curva analitica e linearidade

A otimizacdo das condicBes cromatograficas para a construcdo da curva
analitica considerou as seguintes varidveis: solvente organico (ACN e MeOH) e
guantidade de modificador acido (AcOH) adicionado a fase aquosa (0,5 e 1,0%). A
melhor condi¢cdo cromatogréfica consistiu na mistura de ACN-H,O (23:77) com 1% de
AcOH. Para as anélises em CLAE-DAD foi utilizado temperatura de 25 °C, vazao de 1,0
mL/min, utilizando-se coluna analitica de fase reversa C-18 e volume de inje¢édo de 20
ML e 330 nm.

Para a construcdo da curva analitica, solugbes de AR em cinco concentracdes
(20,0 35,0 50,0 75,0 e 100,0 pg/mL) foram utilizadas e injetadas no cromatografo em

triplicata.
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A linearidade do método foi realizada a partir dos dados apresentados na curva
analitica, compreendendo o intervalo de 12,1-100,0 pug/mL. A linearidade foi avaliada

pela andlise do coeficiente de determinac&o da curva de calibragéo (r?).
3.8.2. Limite de deteccéao e de quantificacao

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados de acordo com o
método baseado na curva analitica [15].
Para o célculo do limite de deteccao foi utilizada a seguinte férmula:
LD = 3,3(b/a) Equacéo 1

Para o calculo do limite de quantificacao foi utilizada a formula:
LQ = 10(b/a) Equacéo 2

onde a é o coeficiente angular e b é o coeficiente linear da curva analitica.
3.8.3. Preciséo

A precisdo do método analitico foi avaliada em ensaios de repetitividade
(intradia) e precisdo intermediaria (interdia). Para estes ensaios foram avaliados trés
niveis de concentracdo do padrdo AR (20,0 35,0 e 50,0 ug/mL) e um total de dez
injecbes (20 puL cada) num periodo de 24 horas para as analises intradia e um total de
10 injecBes para as analises interdia num periodo de sete dias.

A precisao foi avaliada mediante analise do desvio padrdo entre as injegbes (0) e
do coeficiente de variacdo (CV) das areas das bandas cromatograficas e a média
(média das areas das bandas cromatograficas do pico de AR).

CV=0 /Média Equacéo 3

3.8.4. Recuperacgéao

Ribani e colaboradores (2004) [15] recomendam que as porcentagens de adicao
de padréo externo sejam 25, 50 e 100% da concentracdo estimada do analitico na
matriz a ser quantificado. Para o ensaio de recuperacéo foram utilizados 32, 63 e 126%

de acido rosmarinico.
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Partiu-se de 10 mg de PAE para cada nivel de fortificagdo. Estimando-se que a
concentragcéo de AR em PAE era de 32 pug/mg, utilizou-se para a fortificagéo 50,6, 60,8
e 81 ug de AR, as quais correspondem as trés porcentagens de AR em ordem
crescente (32, 63 e 126%).

As amostras fortificadas foram submetidas a SPE utilizando cartucho com fase
estacionaria C18. Estes foram equilibrados com 5 mL de MeOH. O analito foi dissolvido
em 1 mL de MeOH, aplicado no cartucho e eluido com 4 mL de MeOH para garantir
gue todo o analito fosse eluido.

Os eluatos foram submetidos a capela de exaustao para eliminacéo do solvente,
0 que resultou nas massas 9,2, 9,1 e 8,7 mg. Solucbes destas amostras foram
preparadas na concentracdo de 1,0 mg/mL em uma mistura de solventes, ACN-H,O
(23:77) com 1% (v:v) de AcOH. Todas as amostras foram analisadas em CLAE-DAD,
em 330 nm e volume de injecédo de 20 uL, conforme descrito no item 3.8.1 (p. 29).

A porcentagem de recuperacao foi calculada seguindo a equacéo:

%R = 100 (Ci-Cr)/Cpa

onde %R = porcentagem do padrado recuperado,
C: = concentracao do analito na amostra fortificada,
Cns = concentracdo do analito na amostra nao fortificada,

Cpd = concentracgdo do analito adicionado a amostra fortificada.

3.8.5. Quantificacao

O método analitico desenvolvido item 3.8.1 (p. 29) foi aplicado para a
guantificacdo de AR no extrato de PAE. Na quantificacdo do AR foi utilizado o método
de calibracdo externa, o qual compara a area da substancia a ser quantificada na
amostra com as areas obtidas com soluc¢des de concentragbes conhecidas a partir de
um padréo [15].

A condicdo cromatografica utilizada para a quantificacdo por CLAE-DAD foi

aquela descrita no item 3.8.1 (p. 29).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Consideragdes preliminares

O espectro de RMN de 'H do extrato hexanico (Espectro 1, p. 66) apresentou
sinais caracteristicos de clorofila (6 9,76, 9,52, 9,39, 8,55, 3,91, 3,42, dentre outros),
inclusive de hidrogénios alifaticos caracteristicos da parte terpénica.

As revelacOes das cromatoplacas com solucdo de reagente de Dragendorff e
com iodocloroplatinato de potassio nédo forneceram o aparecimento de manchas
indicativas de aminas. No entanto, a analise utilizando solucdo de vanilina sulfarica
apresentou manchas de cor roxo acinzentada, indicando a possivel presenca de
terpenoides e/ou fenilpropanoides.

A analise preliminar dos espectros das fracbes do extrato etandlico soluvel
(Espectro 2, p. 66) e insoluvel em CHCI3 (Espectro 3, p. 67) evidenciou que a insolavel
apresentou auséncia de clorofila e de substancias de origem alifatica, sendo uma
indicacdo que o procedimento de lavagem poderia ser uma alternativa para o
fracionamento do extrato.

Assim, uma particdo de PAE com cloroférmio gerou duas fracdes PAE-1 e PAE-2
que, quando analisadas por RMN de 'H (Espectros 4 e 5, p. 67-68), mostrou que 0
procedimento foi eficiente, uma vez que foi possivel retirar grande quantidade de
clorofila e de substancias de origem alifatica (graxa) pela solubilizacdo destas em
CHCls.

4.2.Caracterizacao estrutural das substancias 1-8

4.2.1. (R)-Acido Rosmarinico (1)

A identificacdo da substancia 1 como sendo acido rosmarinico (AR) (Figura 4, p.
33) foi feita principalmente pela anélise dos dados de EM, RMN de 'H, APT, gCOSY,
gHSQC e gHMBC, bem como a partir da comparacdo desses dados com os da
literatura [16,17].
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Figura 4 - Estrutura do (R)-acido rosmarinico (1).

O espectro de massas de 1 (Espectro 34, p. 82), apresentou ion desprotonado
[M-H]" com m/z 359. Pelo experimento de RMN de APT (Espectro 6, p. 68) e EM de 1
foi possivel atribuir a formula molecular C1gH160s. Observou-se 18 sinais de carbonos,
dos quais doze foram atribuidos a carbonos aromaticos, sendo quatro deles carbonos
oxigenados (& 145,8, 148,9, 1451 e 144,2) e dois carbonos aromaticos nao
hidrogenados (& 125,6 e 127,7). Além destes, observou-se dois carbonos acilicos (&
171,2 e 166,3), dois carbonos olefinicos (& 146,2 e 113,5), um carbono benzilico (&
36,4) e um carbono metinico oxigenado (6 73,2) (Tabela 2, p. 34).

Os hidrogénios olefinicos observados no espectro de RMN de *H (Espectro 7, p.
69) sdo referentes a um sistema de configuracédo trans H-7 (6 7,45, d, J = 15,8 Hz) e H-
8 (6 6,24, d, J = 15,8 Hz). O sistema de hidrogénios aromaticos, diretamente ligado ao
sistema olefinico, apresenta padrdes de acoplamentos orto (6 6,77, d, J = 8,1 Hz, H-5),
orto / meta (6 6,99, dd, J = 2,0 e 8,1 Hz, H-6) e meta (6 7,05, d, J = 2,0 Hz, H-2),
enquanto que o outro sistema aromatico apresenta acoplamentos orto (6 6,63, d, J =
8,1 Hz, H-5’), orto / meta (& 6,52, dd, J = 2,0 e 8,1 Hz, H-6’) e meta (& 6,67, d, J =2,0
Hz, H-2’). O espectro de RMN de 'H apresenta também os hidrogénios metilénicos H-
7’a (6 2,89,dd,J=4,1¢ 14,4 Hz) e H-7’b (5 2,98, dd, J = 8,5 e 14,4 Hz), como dois
duplos dubletos, pelo fato de ndo serem magneticamente equivalentes e de serem
vizinhos a um centro estereogénico (6 5,02, dd, J = 4,1 e 8,5 Hz, H-8). Observou-se
ainda sinais referentes a quatro grupos hidroxilicos (6 9,72, 9,33, 8,87 e 8,25) (Tabela
2, p. 34).
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Tabela 2 - Dados de RMN de 'H e de **C de 1 (DMSO-ds, 14,1 T).

Posicdo ocdel Ooc de AR [16] oydel oy de AR [16]
1 125,6 125,9 - -
2 1149 115,4 7,05 (d, J=2,0Hz) 7,03 (s)
3 145,8 1445 -
4 148,9 145,4 - -
5 116,0 116,3 6,77 (d, J=8,1 Hz) 6,73 (d, J=8,0 Hz)
6 122,0 122,1 6,99 (dd, J = 2,0; 8,1 Hz) 6,96 (dl, J = 8,5 Hz)
7 146,2 146,3 7,45 (d, J = 15,8 Hz) 7,41 (d, J=16,1 Hz)
8 113,5 113,9 6,24 (d, J =15,8 Hz) 6,20 (d, J = 16,1 Hz)
9 166,3 166,5 -
1 127,7 128,1 - -
2 116,9 117,2 6,67 (d, J=2,0 Hz) 6,64 (sl)
3 145,1 146,4 -
4' 144,2 149,1 - -
5' 115,6 115,9 6,63 (d, J=8,1 Hz) 6,60 (d, J=8,4 Hz)
6' 120,3 120,5 6,52 (dd, J = 2,0; 8,1 Hz) 6,48 (dl, J = 8,4 Hz)
T'a 36,4 36,8 2,89 (dd, J = 8,5; 14,4 Hz) 2,90 (dd, J =8,4; 13,2 Hz)
7b 2,98 (dd, J=4,1; 14,4 Hz) 2,99 (dd, J = 3,8; 13,2 Hz)
8' 73,2 73,7 5,02 (dd, J =4,1; 8,5 Hz) 4,96 (dd, J = 3,8; 8,4 Hz)
9 171,2 171,7 -

No mapa de contornos gHMBC de 1 (Espectro 10, p. 70), observou-se a
correlacdo de H-8 (& 6,24) com o carbono em 6 125,6 (C-1) e, diante desta informacéao,
foi possivel confirmar a ligacdo do sistema olefinico ao anel aromatico A. Observou-se
que H-7’a (6 2,89) apresenta correlagao com os carbonos C-9’, C-2’ e C-6’ (6 171,2,
116,9 e 120,3) e com C-8 (& 73,2) a J,, enquanto que H-7'b (& 2,98) apresentou
correlagbes com os carbonos C-2’ e C-6’ (6 116,9 e 120,3), confirmando a ligacdo deste
sistema ao anel aromatico B. No mapa de contornos do experimento gCOSY (Espectro
8, p. 69), foram observadas as interacdes entre os sinais de H-7’a e H-7'b com H-8’,
entre H-5 e H-6 como também entre H-5" e H-6’. As principais correla¢cdes observadas
nos mapas de contornos gCOSY e gHMBC de 1 estdo apresentadas na (Figura 5, p.
35).

A atribuicdo dos & dos hidrogénios e dos carbonos de 1 (Tabela 2, p. 34) foi
também auxiliada pelas correlacbes observadas no mapa de contornos gHSQC
(Espectro 9, p. 70).
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Figura 5 - Principais correla¢cées observadas nos mapas de contornos gCOSY («) e
gHMBC (—) de 1.

O dados de elipticidade molar da curva de Dicroismo Circular (DC) de 1
(Espectro 35) estao de acordo com aqueles da literatura [18] para configuracéo (R)

O levantamento bibliografico sobre o (R)-acido rosmarinico (1) mostrou que este
tem grande valor agregado, uma vez que tem aplicacbes como anti-inflamatorio,

antioxidante, antimutagénico, antibacteriano e antivirotico, dentre outras [17, 19].
4.2.2. Acido 3-O-cafeoilquinico (2) e Fenilalanina (3)

A identificacdo das substancias 2 e 3 como sendo acido 3-O-cafeoilquinico e
fenilalanina, respectivamente (Figura 7, p. 36), foi realizada principalmente pela analise
dos dados de RMN de 'H, de *C, gCOSY, gHSQC, gHMBC e gDOSY da mistura
(Espectros 11-19), bem como a partir da comparacdo desses dados com os da
literatura [20-23].

Os derivados de acidos clorogénicos e acido cafeico sdo encontrados
geralmente em extratos de grédos de café [20]. Estes acidos clorogénicos séo formados
pela transesterificacdo de uma unidade de &cido quinico e 4-coumaroil-CoA, e por um
processo oxidativo na posi¢éo 3’ do anel aromatico (Figura 6, p. 36).

Por alguns anos, houve muita confusdo em como realizar a numeracao das
posicdes da unidade de acido quinico nos derivados de acidos clorogénicos. Assim, foi
estabelecida pela IUPAC a recomendacgéo de que a posicdo C1 é aquela em que esta
ligado ao grupo hidroxilico em axial e um carboxilico em equatorial, e que a posi¢cado C3
€ aquela que possui um grupo hidroxilico na posigéo axial [24].

No trabalho de Wei e colaboradores (2010), foi possivel diferenciar os isbmeros
de CQA’s de acordo com os 5 de RMN de **C das posicfes 3, 4 e 5 da unidade de

acido quinico [20]. Para o isdmero 3-CQA, os & destas posi¢des foram 73,8, 74,6 e 67,9



36
Dissertacédo de Mestrado

ppm, para 4-CQA os d foram 69,1, 78,7 e 65,9 e para o isbmero 5-CQA os d destas
posicdes sédo acima de 70 ppm (Figura 7, p. 36).

Figura 6 - Estruturas do Acido 3-O-cafeoilquinico 2 e Fenilalanina 3.

OH

HO

Figura 7 - Comparacéo dos 5 de RMN de **C dos isémeros de &cido clorogénico e
analise das constantes de acoplamento.

OR

Js4=10,5 Hz
J5,6ax = 9,5 Hz
Js’éeq = 2,5 Hz

J45=9,5 Hz
J4’3 = 2,5 Hz

J3,4 = 2,5 Hz
‘]3,Zax/eq = 2’0 Hz

Pela anélise das integrais do espectro de RMN de 'H e do espectro de RMN de
13C da fracdo PAE-2.2.1 (Espectros 11-14, p. 71-72) evidenciou-se a presenca de uma
mistura de substancias em proporcdo 2:1. Em vista disto, foi realizado um experimento
de espectroscopia de coeficiente de difusdo ordenada (gDOSY) para verificar quais

sinais no espectro de RMN de *H correspondem ao composto de mesmo coeficiente de

difusao.
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Foi possivel observar dois coeficientes de difusdo distintos (Espectro 16, p. 73),
revelando que um dos compostos ocupa um volume molecular em solucéo
consideravelmente maior do que o outro, o que lhe confere um coeficiente de difuséo
menor. A substancia 2 apresentou coeficiente de difusdo -9,34 x 10"° m? s, enquanto
que a substancia 3 apresentou coeficiente de -9,17 x 10" m? s™%.

Com o auxilio de experimentos de RMN de 'H, de *C, gCOSY, gHMBC e
gHSQC ambas as substancias foram identificadas 2+3 (Espectros 11-19). Para 2
(Espectro 11, p. 71), foram observados sinais de hidrogénios pertencentes a um
sistema aromatico trissubstituido em & 7,22 (sl, H-2°), 6,96 (d, J = 8,0 Hz, H-5") e 7,15
(dl, J = 8,0 Hz, H-6). Os sinais em 6 7,66 (d, J = 16,0 Hz, H-7’) e 6,45 (d, J = 16,0 Hz,
H-8’) apresentam deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento caracteristicos
de um sistema olefinico conjugado de configuracéo trans.

No mapa de contornos gHMBC de 2 (Espectro 19, p. 75), observou-se a
correlacdo entre H-8' (6 6,45) com o carbono em & 127,7 (C-1’), confirmando a ligacao
do sistema olefinico ao anel aromatico. Observou-se que H-7' (& 7,66) apresentou
correlacdo com os carbonos C-9’ e C-6° (& 169,8 e 123,3). Observou-se ainda a
correlacdo entre H-6’ (& 7,15) e C-4’ (6 147,7), entre H-5 (& 6,96) e C-3’ (0 144,9), e
entre H-3 (6 5,40) e C-1 e C-5 (d 76,5 e 67,6). No mapa de contornos do experimento
gCOSY (Espectro 17, p. 74) foram observadas as interaces entre H-7’ (6 7,66) e H-8
(6 6,45), e entre H-5’ (5 6,96) e H-6’ (5 7,15).

A presenca de hidrogénio oximetinico em & 4,18 (H-5) com constantes de
acoplamento de 10,1 Hz (*Jsaxeax € *Jsaxaax) € 3,8 Hz (*Jsaxceq) SUgEre que H-5 esta na
posicao axial. Analogamente, o sinal em & 3,77 (H-4) com constantes de acoplamento
de 9,4 Hz (*Jsaxsa) € 3,1 Hz (3J4ax,3eq) também deve ocupar uma posicao axial. Ainda, o
sinal em & 5,40 (H-3) exibiu constante de acoplamento de 2,5 Hz (3J3eq,2eq), sugerindo
assim que H-3 esteja na posicdo equatorial. Na regido de absorcédo de hidrogénios
metilénicos, foi observado um dubleto largo em & 2,24, cujo hidrogénio (H-2) exibiu uma

constante de acoplamento de 14,3 Hz sugerindo um acoplamento geminal.

As principais correlagdes observadas nos mapas de contornos gCOSY e gHMBC
de 2 estado representadas na (Figura 8, p. 38). A comparacédo destes dados com o0s
dados da literatura confirmou a ligacdo da unidade cafeoila com a unidade de acido

quinico [20].
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Figura 8 - Principais correlagées observadas nos mapas de contornos gCOSY («) e
gHMBC (—) de 2.
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O levantamento bibliografico sobre as atividades biolégicas do acido 3-O-
cafeoilquinico, também conhecido como acido neoclorogénico, revelou que esta
substancia apresenta atividade antioxidante, citotoxica, antialimentar, inibidora do
crescimento de Operophtera brumata (Lepidoptera: Geometridae), dentre outras [25-
28].

Os sinais remanescentes nos espectros de RMN foram entdo atribuidos a
substancia 3. Assim, no espectro de RMN de 'H (Espectro 11, p. 71), foram observados
sinais de hidrogénios que absorveram na regiao tipica de hidrogénios aromaticos em &
7,42 (t, Jap = 7,2 Hz), 7,37 (d, Jap = 7,2 Hz) e 7,31 (d, Jap = 7,2 Hz), caracteristicos de
um anel aromatico monossubstituido. Na regido de hidrogénios alifaticos, observou-se
sinal em d 4,00 (dd, J = 5,3 e 8,0 Hz), referente a um sinal de hidrogénio N-metinico a-
carboxilico, em 6 3,30 (dd, J =5,3 e 14,5 Hz) e 3,13 (dd, J = 8,0 e 14,5 Hz) referentes a

hidrogénios metilénicos benzilicos.

O espectro de RMN de **C para a substancia 3 (Espectro 15, p. 73) apresentou
sinais referentes a carbonos que absorveram na regido dos carbonos aromatico em &
129,9, 129,7 e 128,3. A intensidade duplicada dos sinais em & 129,9 e 129,7 quando
comparada a do sinal em & 128,3, sugere que existam carbonos magneticamente

equivalentes nesta regido.

No mapa de contornos gCOSY (Espectro 17, p. 74), foram observados sinais das
interacdes entre os hidrogénios que absorvem na regido aromatica em & 7,37 (H-4)
com 8 7,41 (H-3 e H-5), e também deste ultimo com o hidrogénio em 7,31 (H-2 e H-6).
Foi observada também sinais das interacdes entre hidrogénios que absorvem na regiéo
alifatica em 6 4,00 (H-8) com 6 3,30 e 3,13 (H-7a e H-7b).

No mapa de contornos gHMBC (Espectro 19, p. 75) foi observado correlacédo do
sinal em & 36,9 (C-7) com & 7,31 (H-2 e H-6), 0o que confirma a ligacdo do sistema
alifatico com o anel aromatico. Foi observada ainda correla¢des entre o carbono em &
174,4 (C-9) e os hidrogénios benzilicos em & 3,13 e 3,30 (H-7b e H-7a,
respectivamente), evidenciando a presenca de um carbono acila a 3J. Ainda observou-
se uma correlagéo importante entre & 135,7 (C-1) com os hidrogénios em & 4,00 (H-8) e
7,41 (H-3 e H-5). As principais correlagbes observadas nos mapas de contornos
gCOSY e gHMBC de 3 estao representadas na (Figura 9, p. 41).
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As atribuicbes dos & dos hidrogénios e dos carbonos de 3 (Tabela 4, p. 41) foram
também confirmadas pelas correlacdes observadas no mapa de contornos gHSQC
(Espectro 18, p. 74). Portanto, 3 foi identificado como sendo fenilalanina [22,23].

Figura 9 - Principais correlacbes observadas nos mapas de contornos gCOSY («) e
gHMBC (—) de 3.

Tabela 4 - Dados de RMN de *H e de **C de 3 (D,0O, 14,1 T).

Posicao o,de3 Oy, de Fenilalanina [22] 8cde 3 Ocde Fenilalanina [23]

1 - - 135,7 135,1

2e6 7,31 (d, Jap = 7,2 Hz) 7,2-7,4 (m) 129,9 129,4

3eb 7,42 (t, Jop= 7,2 HZ) 7,2-7,4 (m) 129,7 129,1
4 7,37 (d, Jap = 7,2 Hz) 7,2-7,4 (m) 128,3 127,7
7a 3,30(dd, J=5,3e 145Hz) 3,2(dd,J=5,2e 14,5 Hz) 36,9 36,4
7b 3,13(dd,J=8,0e 145Hz) 3,0(dd, J=8,0e 14,5 Hz)
8 4,00 (dd, J=5,3 e 8,0 Hz) 3,9(dd, J=5,2e7,9 Hz) 56,7 56,1
9 - - 174,4 173,9

4.2.3. Acidos cis e trans 3-O-Coumaroilquinico (4) e (5)

A identificacdo das substancias 4 e 5 como sendo os acidos 3-O-cis-
coumaroilquinico e 3-O-trans-coumaroilquinico, respectivamente (Figura 10, p. 42), foi
realizada principalmente pela andlise de seus dados de RMN de *H, de **C, TOCSY-
1D, gCOSY, gHSQC, gHMBC (Espectros 20-27), bem como a partir da comparacao

desses dados com os da literatura [29] e de 2.
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Figura 10 — Estruturas do &cido 3-O-cis-coumaroilquinico (4) e acido 3-O-trans-

coumaroilquinico (5).

No espectro de RMN de *C (Espectro 23Espectro 23, p. 77), foram observados
21 sinais de carbonos, dos quais dois sao carbonos acilicos (& 168,6 e 168,3), doze
estdo na regido de absorgcdo de carbonos aromaticos e/ou olefinicos (6 158,3, 156,7,
146,1, 144,3, 131,6, 130,4, 126,9, 126,8, 116,9, 115,9, 115,0 e 114,9), cinco sao
carbonos carbindlicos (6 77,7, 76,6, 73,4, 72,9 e 66,9), e dois sdo carbonos metilénicos
(6 40,6 e 35,6).

O espectro de RMN de *H (Espectro 20, p. 75) apresentou sinais na regido de
absorcao de hidrogénios aromaticos, além de hidrogénios carbindlicos e metilénicos.
Na regido de absorcdo de hidrogénios aromaticos observou-se sinais em & 7,61 (d, J =
8,2 Hz), 7,52 (d, J = 8,3 Hz), 6,96 (d, J = 8,2 Hz) e 6,90 (d, J = 8,3 Hz). Ainda neste
espectro, foram observados sinais em 6 7,73 (d, J = 16,0 Hz) e 6 6,49 (d, J = 16,0 Hz)
caracteristicos de um sistema olefinico com configuracdo trans, enquanto que em &
7,08 (d, J =12,3 Hz) e 6,00 (d, J = 12,3 Hz) foram observados sinais caracteristicos de
um sistema olefinico com configuracdo cis. Foram observados ainda hidrogénios
oximetinicos em & 5,41 (dl, J = 2,3 Hz) e 5,35 (dI, J = 2,8 Hz), 3,78-3,71 (m), 4,18 (dt, J
=3,9 e 9,3 Hz), 4,08 (dt, J = 4,2 e 10,1 Hz) e hidrogénios metilénicos & 2,25-1,90 (m).

A andlise das constantes de acoplamento entre os hidrogénios e das integrais no
espectro de RMN de 'H (Espectro 20, p. 75) das substancias 4 e 5 foi um fator
determinante para a atribuicdo, tanto do padrdo de substituicdo no sistema aromatico,
qguanto da configuracdo relativa da unidade de acido quinico. A andlise das integrais
referentes aos hidrogénios olefinicos revelou a presenca de uma mistura de isémeros
cis-trans na proporgao 2:3.

No experimento de irradiagdo seletiva TOSCY-1D (Espectro 24, p. 77),
observou-se as interagbées do hidrogénio em & 5,41 (H-3) com & 4,18, 3,77-3,71, 2,25-
2,05, 2,13-2,05 e 1,93 para um sistema, e as intera¢cdes do hidrogénio em & 5,35 com &
4,08, 3,77-3,71, 3,71, 2,25-2,05, 2,13-2,05 e 1,93 para o outro sistema.
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No mapa de contornos gHMBC (Espectro 27, p. 79), foram observadas
diferentes correlagdes para as substancias de configuracéo cis (4) e trans (5). Para 5,
foram observadas correlacdes entre C-1’ (& 126,8) com os hidrogénios H-5" e H-8" (d
6,96 e 7,73), entre C-4’ (6 158,3) e 0 H-6’ (6 7,61) e entre C-9’ (6 168,6) e o H-7" (&
7,73). Enquanto que para 4 foram observadas as correlacdes entre C-1’ (0 126,9) e os
hidrogénios H-5" e H-8' (& 6,90 e 6,00), entre C-4’ (6 156,7) e o H-6’ (5 7,52) e entre C-
9’ (5 168,3) e H-7’ (6 7,08).

No mapa de contornos gCOSY (Espectro 25, p. 78) foram observadas as
interacOes para a substancia 4 entre H-6’ (& 7,52) e H-5" (& 6,90), entre H-7’ (0 7,08) e
H-8 (6 6,00), entre H-5 (6 4,08) com H-4 e H-6 (& 3,78-3,71, 2,13-2,05 e 1,93), entre H-
4 (8 3,78-3,71) com H-3 e H-5 (d 5,35 e 4,08) e entre H-3 (6 5,35) e H-2 (6 2,25-2,18).
Enquanto que, para a substancia 5, foram observadas as intera¢des entre H-6’ (& 7,61)
e H-5 (6 6,96), entre H-7" (6 7,73) e H-8' (5 6,49), entre H-5 (& 4,18) com H-4 e H-6 (&
3,78-3,71, 2,13-2,05 e 1,93), entre H-4 (& 3,78-3,71) com H-3 e H-5 (0 5,41 e 4,18) e
entre H-3 (6 5,41) e H-2 (& 2,25-2,18). Comparando os dados de RMN de 4 e 5 com o0s
de 2, observou-se que eles diferem apenas quanto aos deslocamentos quimicos e
multiplicidades relativos ao anel A. As substancia 4 e 5 diferem de 2 pela auséncia de
um grupo hidroxilico no C-3'.

O mapa de contornos gHMBC (Espectro 27, p. 79) apresentou também
correlacdes em comum para as substancias 4 e 5, como a interacao entre C-4 (6 73,4)
e 0s hidrogénios H-6a.x € H-6¢q (& 2,13-2,05 e 1,93). Este conjunto de dados e a
comparacao dos deslocamentos quimicos de 4 e 5 com aqueles descritos na literatura

confirmaram a ligacéo da unidade coumaroila com a unidade de acido quinico [29].

As principais correlacbes e interacdes que foram observadas nos mapas de
contorno bidimensionais gHMBC e gCOSY estao descritas na (Figura 11, p. 44).

Nas Tabelas 5 e 6 (p. 44 e 45, respectivamente) estdo apresentados os dados
de RMN de *H e de **C das substancias 4 e 5.
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Figura 11 - Principais correlacdes observadas nos mapas de contornos gCOSY («) e

gHMBC (—) de 4 e 5.

Tabela 5 - Dados de RMN de **C de 4 e 5 (D0, 14,1 T).

Posicdo 4 5
1 77,7 76,6
2 35,6 35,6
3 72,9 72,9
4 73,4 73,4
5 66,9 66,9
6 40,6 40,6

7 * *
1 126,9 126,8
2'e 6 131,6 130,4
3eb 115,0 115,9
4 156,7 158,3
7 144.3 146,1
8' 116,9 114,9
9 168,3 168,6

* sinal ndo observado
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4.2.4. Acido 5-O-Cafeoilquinico (6)
A identificacdo da substancia 6 como sendo, acido 5-O-cafeoilquinico (Figura 12,
p. 46) foi devida principalmente a anélise dos dados espectrométricos de RMN de 'H e

de 3C desta substancia.

Figura 12 - Acido 5-O-cafeoilquinico (6).
HO

Os espectros de RMN de *H e de **C (Espectros 28 e 29, p. 79 e 80) s&o0 muito
semelhantes aos de 2. Diferenciam basicamente quanto aos deslocamentos quimicos
dos sinais referentes aos hidrogénios, carbonos e também pelas constantes de
acoplamento destes hidrogénios relativos a unidade de acido quinico.

Como foi discutido anteriormente, a comparacao dos deslocamentos quimicos
dos carbonos referentes as unidades de acido quinico permite a diferenciacéo entre os
isbmeros de acidos clorogénicos (Figura 7, p. 36). Como os & de C-3, C-4 e C-5 (&
72,2, 74,3 e 73,1 ppm, respectivamente) de 6 absorvem acima de 70 ppm, conclui-se
gue 6 trata-se do acido 5-O-cafeoilquinico.

A andlise dos & de RMN de *H de 6 e a comparacado dos dados deste com os de
2, confirmam esta identificacao (Tabela 7, p. 47) [20].

O levantamento bibliografico sobre as atividades biolégicas do acido 5-O-
cafeoilquinico, também conhecido como acido clorogénico, revelou que esta substancia
apresenta atividade citotdxica, antioxidante, antimutagénica, antifungica, antibacteriana,
dentre outras [26, 30-32].
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Tabela 7 - Dados de RMN de *H e **C de 6 (D0, 7,0 T)

Posicdo o,de 6 8, Acido 5-O-cafeoilquinico [33] &cde 6 & Acido 5-O-cafeoilquinico [20]
1 - - 77,9 77,8
2ax 2,3-1,9 (m) 2,15-1,90 (m) 39,1 38,2
2eq 2,3-1,9 (m) 2,15-1,90 (m)
3 4,22 (sl) 4,21 (m) 72,2 71,7
4 3,83 (sl) 3,73 (dl, J=7,0 Hz) 74,3 73,8
5 5,25 (sl) 5,35 (m) 73,1 72,0
6ax 2,18-2,07 (m) 2,04-2,10 (m) 39,7 39,4
6eq 2,18-2,07 (m) 2,20-2,25 (m)
7 - - 180,7 182,1
1 - - 129,2 127,5
2 7,04 (m) 7,03 (d,J=1,4H2) 117,3 115,4
3 - - 146,5 145,1
4' - - 149,4 147,9
5' 6,84 (m) 6,76 (d, J=8,3 Hz) 118,4 116,7
6' 6,98 (M) 6,92 (dl, J = 8,3 Hz) 125,0 123,3
7 7,49 (d, J=13,4 H2) 7,55 (d, J =15,9 Hz) 148,5 146,7
8' 6,24 (d, J=13,4 Hz2) 6,26 (d, J = 15,9 Hz) 116,6 115,2
9 - - 171,2 169,9

4.2.5. Acido 4-O-Cafeoilquinico (7)

Figura 13 - Acido 4-O-cafeoilquinico (7).

Os espectros de RMN de 'H e de **C de 7 (Espectros 30 e 31, p. 80 e 81)
também sdo muito semelhantes aos de 2. Diferenciam basicamente pelos
deslocamentos quimicos de C3, C-4 e C-5 e multiplicidade dos hidrogénios referentes a
unidade de acido quinico. Os deslocamentos quimicos observados para estes carbonos
(70,4, 79,9 e 67,0) estdo em conformidade com a identificacdo de 7 com o &cido 4-O-
cafeoilquinico (Figura 13, p. 47). Esta identificacdo foi confirmada pela comparacdo
destes dados com aqueles descritos na literatura [20] para esta substancia (Tabela 8, p.
48).
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Tabela 8 - Dados de RMN de 'H e *C de 7 (D,0, 14,1 T)

Posicdo oy de 7** &, Acido 4-O-cafeoilquinico [33]* &c de 7** 8¢ Acido 4-O-cafeoilquinico [20]*
1 - - 78,4 77,30
2ax 2,20-2,0 (m) 2,17 (dd, J =4 e 14 Hz) 39,6 38,44
2eq 2,20-2,0 (m) 2,06 (ddd, J=3,4 e 14 H2)
3 4,32 (m) 4,28 (ddd, J=3,3 e 4 Hz) 70,4 69,12
4 4,89 (m) 4,79 (dd, J=3 e 9 Hz) 79,9 78,67
5 4,30 (m) 4,27 (ddd, J=4,9 e 11 Hz) 67,0 65,86
6ax 2,20-2,0 (m) 2,00 (dd, J=11e 13 Hz) 42,7 41,49
6eq 2,20-2,0 (m) 2,20 (ddd, J=3,5e 13 H2z)
7 - - ok 181,83
1 - - 129,3 127,49
2 7,13 (s) 7,06 (d, J =2 Hz) 117,5 115,42
3 - - 148,8 145,07
4 - - 149,7 147,89
5' 6,89 (d, Jap = 6,5 Hz) 6,77 (d, J =8 Hz) 118,5 116,73
6' 7,06 (d, Jop = 6,5 HZ) 6,96 (dd, J=2 e 8 Hz) 125,1 123,29
7 7,62 (d, J=15,5Hz) 7,65 (d, J =16 Hz) 146,6 146,79
8' 6,38 (d, J = 15,5 Hz) 6,37 (d, J =16 Hz) 116,6 114,95
9 - - 1713 169,73

* Experimento em CDsOD
** Experimento em D,O
*** Sinal ndo observado

4.2.6. Acido Cafeico (8)

A identificacdo da substancia 8 como sendo o acido cafeico (Figura 14, p. 48) foi

feita principalmente pela anélise dos dados espectrométricos de RMN de 'H e de **C

(Espectros 32 e 33, p. 81 e 82) de 8.

Figura 14 - Acido cafeico (8).

O espectro de RMN de **C (Espectro 33, p. 82) apresenta sinal de carbono
acilico (6 174,5) e de carbonos aromaticos e/ou olefinicos (6 146,1, 144,1, 142,6, 127,7,

121,9, 116,2 e 114,7).
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O espectro de RMN de 'H de 8 (Espectro 32, p. 81) apresenta sinais na regiao
de hidrogénios aromaticos e/ou olefinicos (6 6,31, d, J = 15,6 Hz; § 6,89, d, J = 7,8 Hz;
6705,d,J=78Hz;867,12,sed7,35,d,J =15,6 Hz).

A andlise da multiplicidade dos sinais de RMN de 'H e a comparacéo dos dados
de 8 com os descritos na literatura [34], permitiram a identificacdo de 8 como sendo o

acido cafeico (Tabela 9, p. 49) .

Tabela 9 - Dados de RMN de *H e *3C de 8 (D;0, 14,1 T).

Posic&o 5, de 8* 5, Acido cafeico*[34] 5. de 8 & Acido cafeico*[34]
1 - - 127,7 127,8
2 7,12 () 7,03 (d, J = 2,0 H2) 114,7 115,1
3 - - 142.,6 146,8
4 - - 1441 149,4
5 6,89 (d, J = 7,8 Hz) 6,77 (d, J = 8,5 H2) 114,7 116,5
6 705(@,J=78Hz) 6,92(dd,J=2,0e80Hz) 1219 122,8
7 7,35(d, J=156Hz)  7,52(d,J=155Hz)  146,1 147,0
8 6,31(d, J=156Hz)  6,21(d, J=160Hz) 116, 115,5
9 - - 174,5 171,1

* Experimento em CDsOD
** Experimento em D,O
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4.3.Determinacdo da concentragdo de acido rosmarinico no extrato

Tendo em vista as atividades biolégicas do AR, o isolamento deste em alta
concentracdo no extrato etandlico (~4,4%) e o potencial emprego de P. atratum como
fonte natural desta substancia, a concentracdo deste acido no extrato foi também
determinada por métodos analiticos quantitativos.

4.3.1. Curva analitica e linearidade

O padrédo de AR com grau de pureza de 95% quando analisado por CLAE-DAD e
de 98% por RMN de 'H, foi utilizado para a construcdo da curva analitica com as
concentragbes de 20,0, 35,0, 50,0, 70,0 e 100,0 pg/mL. Estas amostras foram
analisadas por CLAE-DAD, injetadas em triplicata no cromatégrafo, e os valores das
areas das bandas cromatograficas (y) foram plotados em relacdo a concentracao (X,
pg/mL) utilizando regresséao linear (y = 22933x-27819) (Figura 15, p. 50) [15]. A curva
apresentou uma boa linearidade tendo r* = 0,9979, uma vez que, quanto mais préximo
de 1 o fator de correlacdo estiver, maior sera a capacidade do método de gerar
resultados proporcionais a concentracdo do composto dentro de uma faixa analitica
[35].

Figura 15 - Curva analitica do padrdo AR (C18, A = 330 nm) nas concentracdes 20,0,
35,0, 50,0, 70,0 e 100,0 pg/mL.
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O desenvolvimento do método cromatografico para as andlises da concentracéo
de AR no extrato compreendeu a utilizacdo das variaveis: tipos de solventes organicos,
e quantidade de modificador acido adicionado conforme descrito no (item 3.8.1, p. 29).
Verificou-se que o emprego de ACN como solvente organico e adicdo de 1% de
modificador acido (AcOH) levou a uma boa resolucdo e simetria do pico do
cromatograma e menor tempo de andlise (Figura 16, p. 51).

Figura 16 - Cromatograma de PAE.*

AR

Intensity [uV]

5,0 10,0 15,0 20,0
Retention Time [min]

*CondigGes cromatograficas: Modo de eluicdo isocratico [Coluna Varian Ominispher, sistema de solventes ACN-H,O (23:77) com
1% de AcOH, temperatura de 25°C, vazdo de 1,0 mL/min, volume de injec&o de 20 pL e comprimento de onda de 330 nm].

4.3.2. Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia
em andlise que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento
experimental, enquanto que o limite de deteccéo (LD) representa a menor concentragao
da substancia em estudo que pode ser detectada utilizando um determinando método

experimental [15].
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Neste trabalho, os limites de deteccao (LD = 4,00 pg/mL) e de quantificagdo (LQ
= 12,13 pg/mL) foram calculados baseando-se em parametros da curva analitica (item

3.8.2, p. 28) com base nas Equacbes 1 e 2 (p, 30).

4.3.3. Precisdo intermediaria e Repetibilidade

Precisdo intermediaria é uma medida que avalia os efeitos das varia¢des dentro
do laboratorio devido a efeitos como diferentes dias ou diferentes analistas ou
diferentes equipamentos ou uma combinacéo destes fatores [15].

A medida de repetibilidade avalia a relacdo entre os resultados a partir de
sucessivas medicOes realizadas em um curto periodo de tempo, utilizando o mesmo
método, sob as mesmas condi¢cbes de medicdo e mesmo equipamento [15].

As andlises de repetibilidade (intradia) e precisédo intermediaria (interdia) foram
realizadas avaliando o tempo de retencédo e a area dos picos das solu¢cbes de acido
rosmarinico em trés niveis de concentracao 20,0, 35,0, e 50,0 ug/mL. Os coeficientes
de variacdo (CV) foram 1,57-2,06% para as analises intradia e 0,54-1,69% para as
analises interdia (Equacdo 3, p. 30), caracterizando que o método apresenta boa
precisao visto que os CV sédo menores do que 5% [36].

A andlise de variancia (ANOVA) das andlises intradia e interdia (Tabelas 10 e 11)
indicou bons resultados, visto que o F critico, que significa o nivel de confianca do dado
tabelado em relacdo ao dado calculado em uma analise estatistica, foi de 3,354131, o
gue indica que o valor de p, que € o indice de confiabilidade do método estatistico
aplicado, é inferior a 0,05. Desse conjunto de resultados infere-se que o método
aplicado apresenta mais de 95% de chances do resultado estimado representar o

verdadeiro [37].



Dissertacéo de Mestrado

53

Tabela 10 - Andlise de variancia das injecdes intradia do AR.

[AR] =50 pug/mL

10 11710952

RESUMO
Nimerode Somadas Médiadas
Concentracdes Analises Areas Areas Variancia
[AR] = 20 pug/mL 10 3846775 384677,5 60889803
[AR] = 35 pug/mL 10 8057815 805781,5 152833789

1171095,2 361000919

Dentro dos grupos 5172520607

Total 3,10262E+12

29

27 191574837,3

ANOVA
Fonte da variagao sSQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 3,09745E+12 2 1,54873E+12 8084,1817  3,13788E-38 3,354131

SQ = soma dos quadrados; gl = graus de liberdade; MQ = média dos quadrados

Tabela 11 - Analise de variancia nas injecdes interdia do AR.

RESUMO
Numerode Somadas Média
Concentragoes Anidlises Areas  dasAreas Variancia

[AR] = 20 pg/mL 10 3633998 363399,8 37777710
[AR] = 35 pg/mL 10 7523897 752389,7 86947000
[AR] =50 pg/mL 10 11859136 1185914 41706931
ANOVA

Fonte da variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 3,38595E+12 2 1,69E+12 30516,59 5,2E-46 3,354131
Dentro dos grupos 1497884770 27 55477214
Total 3,38745E+12 29

SQ = soma dos quadrados; gl = graus de liberdade; MQ = média dos quadrados

Nas Figuras 15 e 16 estdo apresentadas as sobreposi¢cbes dos cromatogramas

das anélises intradia e interdia respectivamente. E possivel observar que a variagio no

tempo de retencdo nas andlises interdia foi levemente maior do que nas analises
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intradia, o que é justificado pelas andlises representarem os fatores externos em uma
sequéncia de sete dias de andlises. Contudo, esta variagdo do tempo de retencdo do
AR ( tg = 11,7 min) ndo comprometeu as analises visto que, as variacdes

compreenderam + 0,09 minutos dos picos nas analises interdia.

Figura 17 - Sobreposicado dos cromatogramas obtidos para as analises intradia do AR.*
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*CondigGes cromatograficas: Modo de eluicdo isocratico [Coluna Varian Ominispher, sistema de solventes ACN-H,O (23:77) com
1% de AcOH, temperatura de 25°C, vazdo de 1,0 mL/min, volume de injec&o de 20 pL e comprimento de onda de 330 nm].

Figura 18 - Sobreposicado dos cromatogramas obtidos para as analises interdia do AR.*
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*Condi¢c8es cromatogréficas: Modo de elui¢do isocratico [Coluna Varian Ominispher, sistema de solventes ACN-H,O (23:77) com
1% de AcOH, temperatura de 25°C, vazdo de 1,0 mL/min, volume de injec&o de 20 pL e comprimento de onda de 330 nm].
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Em vista dos resultados estatisticos terem sido 6timos, este método foi aplicado

nas analises quantitativas de &cido rosmarinico no extrato etandlico de P. atratum.

4.3.4. Preparacao da amostra e recuperacao

As amostras de PAE foram submetidas a clean-up, proporcionando uma analise
com menos interferentes. A realizacdo do clean-up é fundamental para eliminar aqueles
compostos que fazem parte da constituicdo da matriz e que ficariam retidos na coluna
cromatografica podendo interferir drasticamente no metodo analitico a ser executado.
Para o clean-up foram utilizados cartuchos de extracdo em fase solida — SPE. A SPE é
a forma mais simples e conhecida de eliminagéo de interferentes de matrizes, onde se
emprega o principio de uma cromatografia liquida em uma pequena coluna aberta, que
usualmente € denominada cartucho de extracdo [35]. Esta técnica de eliminacdo de
interferentes foi escolhida porque usa pequenas quantidades de solventes, elimina
problemas de emulsdo de matrizes de extrato vegetal, além de ser robusta e
reprodutivel a que Ihe confere caracteristicas fundamentais para ser empregada em
outros laboratérios [35].

Apos as analises das fracfes de PAE que foram submetidas a SPE, foi realizada
a integracado das areas dos picos de AR (tg = 11,7 min), e foi calculada a recuperacéo
pelo procedimento de fortificacdo com padrao externo.

A recuperacdo neste procedimento foi de 75-78% e estad dentro do intervalo
aceitavel (70-120%, [15]).

4.3.5. Quantificacao

O método analitico desenvolvido foi utilizado para quantificar acido rosmarinico
no extrato etandlico de P. atratum.

Nos cromatogramas obtidos do extrato PAE, apos a etapa de clean-up, a banda
referente ao acido rosmarinico (tr = 11,7) apresentou maior area que dos demais
componentes do extrato (Figura 19, p. 56).

Assim, a média dos valores das areas correspondentes a essa banda
cromatografica foi de 902194 pV. Utilizando-se a equacado da curva analitica y=22933x-

27819, a concentracao de AR em PAE corresponde a 0,032 mg/g ou 3,2%
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Portanto, a porcentagem calculada de AR no extrato pela curva analitica, 3,2%, é
inferior a porcentagem de AR isolado do extrato, 4,4%. Isto indica que a filtragdo por
SPE retém AR e que as condi¢des de “clean-up” empregadas devem ser futuramente
otimizadas.

Figura 19 - Cromatograma do extrato PAE utilizado no estudo de quantificacdo de AR.*
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*CondigGes cromatograficas: Modo de eluigdo isocratico [Coluna Varian Ominispher, sistema de solventes ACN-H,O (23:77) com
1% de AcOH, temperatura de 25°C, vazdo de 1,0 mL/min, volume de injec&o de 20 pL e comprimento de onda de 330 nm].

4.4.Biogénese dos compostos isolados de P. atratum

A biossintese de fenilpropanoides tem como precursor a fenilalanina. Esta
substancia proveniente da via do chiquimato, na presenca de enzimas especificas, leva
a producdo de flavonoides, tocoferois, lignanas, coumarinas, entre outros tipos de

metabdlicos secundarios [38].
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De acordo com o artigo de Petersen e colaboradores (2009), a biossintese do
acido rosmarinico e dos derivados do acido clorogénico inicia-se com os aminoacidos
aromaticos L-fenilalanina e L-tirosina, que sdo independentemente transformados nos
precursores intermediarios 4-coumaroil-CoA e &cido 4-hidroxifenil-lactico (Figura 20, p.
57). A transformacgdo da fenilalanina é catalisada pelas enzimas gerais da via dos
fenilpropanoides, fenilalanina amonialiase (PAL), &cido cindmico 4-hidroxilase (C4H) e
acido 4-coumarico CoA-ligase (4CL). Enquanto a tirosina é transformada pela enzima
tirosina amoniatransferase (TAT) para o acido 4-hidroxifenilpiravico (pHPP), o qual &
reduzido para o acido 4-hidroxifenil-lactico pela hidroxifenilpiruvato redutase (HPPR).
[38].

Para a formacdo do acido rosmarinico em P. atratum verificou-se que, os dois
precursores intermediarios (4-coumaroil-CoA e acido 4-hidroxifenillactico) sao ligados
pela formacdo do éster, com a liberacdo da coenzima A e a formacdo do acido 4-
coumaroil-4’-hidroxifenil-lactico. A reacdo € catalisada pela enzima acido rosmarinico
sintase (RAS). Os grupos 3 e 3’-hidroxilicos sao finalmente introduzidos por reacdes
mono-oxigenase citocromo P450-dependente. Para a formacao dos derivados do acido
clorogénico, o precursor 4-coumaroil-CoA € esterificado com acido quinico em
diferentes posi¢cdes. Com base nestes dados, de acordo com Petersen e colaboradores
(2009) [38], propde-se uma sequéncia biogenética para os compostos identificados em

P. atratum, conforme apresentado na Figura 20 (p. 57).

4.5.Atividades biolégicas descritas para as substancias 1-8

O primeiro protocolo de sintese do acido rosmarinico foi descrito em 1991 [17].
Esta substancia, bem como seus derivados, tem apresentado varias atividades
biolégicas, como anti-inflamatéria, antioxidante, antimutagénica, antibacteriana e
antivirética, dentre outras [17,19]. Existe grande interesse econbmico por esta
substéancia. Ela é produzida por cerca de 70 industrias no mundo inteiro e é cotada pela
Sigma-Aldrich a R$ 180,00 para cada 10 mg com pureza acima de 98%. Portanto,
fontes naturais ricas em &cido rosmarinico sdo muito promissoras como novas
alternativas de obtencao desta substancia.

Os derivados de &cidos clorogénicos, acido 3-O-cafeoilquinico (2), acido 4-O-

cafeoilquinico (7) e acido 5-O-cafeoilquinico (6) foram descritos pela primeira vez no
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género Paspalum. O levantamento bibliografico sobre estes derivados relevou
atividades citotoxica, antioxidante, antimutagénica, antifungica, antibacteriana,
antialimentar, inibidora do crescimento de Operophtera brumata (Lepidoptera:
Geometridae) [25-28,30-32].

O &cido rosmarinico (1), acido cafeico e a fenilalanina (3) foram identificadas no
extrato etandlico (PAE), sendo descritas pela primeira vez no género Paspalum. O
levantamento bibliografico destas substéancias revelou as atividades anti-inflamatoria,

antioxidante, antimutagénica, antibacteriana, antivirética, dentre outras [17,19].
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5. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato etandlico das partes aéreas de Paspalum
atratum Swalen mostrou a presenca de oito derivados de fenilpropanoides: (R)-acido
rosmarinico (1), acido 3-O-cafeoilquinico (2), fenilalanina (3), &cido 3-O-cis-
coumaroilquinico (4), acido 3-O-trans-coumaroilquinico (5), acido 5-O-cafeoilquinico (6),
acido 4-O-cafeoilquinico (7) e acido cafeico (8). A substancia 1 foi a que apresentou
maior concentracao (> 4,4%) no extrato etandlico (PAE).

Considerando a alta concentracédo de 1 no extrato, desenvolveu-se um método
analitico para quantifica-lo no extrato. O método otimizado compreendeu um sistema
CLAE-DAD empregando-se as seguintes condicdes cromatograficas: coluna Varian
Ominispher, sistema de solventes ACN-H,O (23:77) com 1% de AcOH, temperatura de
25°C, vazao de 1,0 mL/min, volume de injecédo de 20 uL e comprimento de onda de 330
nm. O coeficiente de correlacdo linear obtido pelo método desenvolvido (r* = 0,9979)
indicou que este € um bom método para um ensaio semiquantitativo.

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ), calculados a partir da curva
analitica, foram de 4,00 e 12,13 ug/mL, respectivamente, e a faixa de linearidade foi o
intervalo entre 12,1-100,0 ug/mL. Estes valores séo satisfatérios para a concentracéo
encontrada no extrato (PAE).

Os coeficientes de variacdo (CV) dos ensaios intradia compreenderam o
intervalo de 1,57-2,06% e para 0s ensaios interdia compreenderam o intervalo de 0,54-
1,69%. Estes intervalos estdo dentro da margem de erro aceitavel, visto que o
recomendado é < 5%. A andlise de variancia (ANOVA) destes ensaios confirmou que o
método apresentou pouca variacao (< 5%), uma vez que o valor de F critico foi de
3,354 e p < 0,05.

A recuperacéao, avaliada pela adicdo de padrao externo, compreendeu o intervalo
de 75-78% em PAE, resultado que esta dentro do recomendado, uma vez que é
indicado que este intervalo seja de 70-120%.

Contudo, o ensaio de “clean-up” deve ser otimizado, pois a concentracao de
acido rosmarinico na matriz (3,2%), calculada pelo método analitico (CLAE-DAD), é

inferior aquela esperada (4,4%).
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DADOS FiSICOS E ESPECTROSCOPICOS DAS SUBSTANCIAS

Acido rosmarinico (1). EM-IES (Espectro 34) 381 [M-H-Na], 359 [M-H], 341 [M-
H-H,0]". Espectro de DC (Espectro 35) [c = 0,5 mg/mL, MeOH, 232 (-1,08x10%,
280 (-0,18x10%), 298 (+1,26x10%) e 320 (+1,60x10%)]. Sélido amarelo; RMN de *H
e de °C (Tabela 2).

Acido 3-O-cafeoilquinico (2). Sélido amorfo; RMN de *H e de *C (Tabela 3).

Fenilalanina (3). Sélido amorfo; RMN de 'H e de *C (Tabela 4).

Acido cis 3-O-coumaroilquinico (4). Sélido amarelo; RMN de *H (Tabela 6) e de
13C (Tabela 5).

Acido trans 3-O-coumaroilquinico (5). Sélido amarelo; RMN de 'H (Tabela 6) e
de °C (Tabela 5).

Acido 5-O-cafeoilquinico (6). Sélido amorfo. RMN de *H e de **C (Tabela 7).
Acido 4-O-cafeoilquinico (7). Sélido incolor. RMN de 'H e de *C (Tabela 8).

Acido cafeico (8). Sélido amarelo. RMN de *H e de *3C (Tabela 9).
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ESPECTROS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
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Espectro 1 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 7,0 T) de PAH, com destaque para os
sinais caracteristicos de clorofila.
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Espectro 2 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 7,0 T) de PAE.
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Espectro 3 - Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 7,0 T) de PAE.
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Espectro 4 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 7,0 T) de PAE-1.
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Espectro 5 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 7,0 T) de PAE-2.
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Espectro 6 - Espectro de RMN de APT (DMSO-dg, 14,1 T) de 1.
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Espectro 7 - Espectro de RMN de *H (DMSO-dg, 14,1 T) de 1.
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Espectro 9 - Espectro de RMN de gHSQC (DMSO-dg, 14,1 T) de 1.
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Espectro 10 - Espectro de RMN de gHMBC (DMSO-ds, 14,1 T) de 1.
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Espectro 11 - Espectro de RMN de *H (D0, 14,1 T) de 2 e 3.
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Espectro 12 - Ampliagdo da regigo de d 7,70 a 6,40 do espectro de RMN de *H (D,0,

14,1 T) de 2 e 3.
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Espectro 13 - Ampliacdo da regido de 5 4,25 a 3,05 do espectro de RMN de *H (DO,
14,1 T)de 2e 3.
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Espectro 14 - Ampliagdo da regigo de d 2,34 a 1,82 do espectro de RMN de *H (D,0,
14,1 T)de 2e 3.
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Espectro 15 - Espectro de RMN de **C (D;0, 14,1 T) de 2 e 3.
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Espectro 16 - Espectro de RMN de gDOSY (D20, 14,1 T)de 2 e 3.
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Espectro 17 - Espectro de RMN de gCOSY (D20, 14,1 T)de 2 e 3.
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Espectro 18 - Espectro de RMN de gHSQC (D0, 14,1 T)de 2 e 3.
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Espectro 19 - Espectro de RMN de gHMBC (D20, 14,1 T) de 2 e 3.
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Espectro 20 - Espectro de RMN de *H (D,0, 14,1 T) de 4 e 5.
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Espectro 21 - Ampliacdo da regido de 5 7,90 a 5,10 do espectro de RMN de *H (DO,
14,1 T)de 4e5.
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Espectro 22 - Ampliagdo da regigo de d 4,40 a 1,60 do espectro de RMN de *H (D,0,
14,1 T)de 4eb.
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Espectro 23 - Espectro de RMN de **C (D;0, 14,1 T) de 4 e 5.

6SC9'SE -~
LLYELE —
SYToov

808699
1c16'CL

SETV'EL V
0LLS"9L~
680L°LL

9659'bTT
£680°STT
6226'STT 7
6856°9TT

SHZEOTT
5L88'9TT

969b°05T —
vrzorer/

SSYTYPT
vLS0"9VT

LSOL'9ST -~
089¢C'8ST

€0£T°'89T
89¥5°'89T

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

180

Espectro 24 - Espectro de RMN de TOCSY-1D (D,0O, 14,1 T) de 4 e 5.
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Espectro 25 - Espectro de RMN de gCOSY (D20, 14,1 T)de 4 e 5.
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Espectro 26 - Espectro de RMN de gHSQC (D,0, 14,1 T)de 4 e 5.
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Espectro 27 - Espectro de RMN de gHMBC (D20, 14,1 T)de 4 e 5.
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Espectro 28 - Espectro de RMN de *H (D,O, 7,0 T) de 6.
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Espectro 29 - Espectro de RMN de *C (D0, 7,0 T) de 6.
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Espectro 30 - Espectro de RMN de *H (D,0, 14,1 T) de 7.
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Espectro 31 - Espectro de RMN de *C (D0, 14,1 T) de 7.
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Espectro 32 - Espectro de RMN de *H (D,0, 14,1 T) de 8.

EV6T'9
€02€'9

62889
£106'9

£8€0°L~
71502~
svere/
885 7
15982

T

=S0'T

=50°T

H/m .
i




Dissertacéo de Mestrado

83

Espectro 33 - Espectro de RMN de **C (D,0, 14,1 T) de 8.
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Espectro 34 - Espectro de massas de 1.

L -Q1: 5,610 to 6,061 min from Sample 16 (P02) of Luciano_LCMS.wiff (Turbo Spray), Smoothed, Smoothed
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Espectro 35 - Espectro de DC de 1.
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