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RESUMO

A preservacdo de areas naturais carece de valoragdo. Quando espécies vegetais
presentes nessas areas sao utilizadas, o sdo na forma de madeira ou extrativismo de frutos,
dando-se pouco atengdo aos fitoquimicos produzidos por essas plantas. Uma &rvore de
ocorréncia frequente é o jabota (Hymenaea courbaril), escolhido como exemplo dessa
abordagem. Com distribuicdo geogréafica do sul do México até grande parte da América do
Sul, incluindo o Brasil, as plantas do género Hymenaea tém sido utilizadas na fitoterapia
popular, auxiliando no tratamento de uma série de doencas, como diarreia, fraqueza
pulmonar, colica intestinal, dentre outras. Para diferentes espécies do género, foram
reportados na literatura diversos metabdlitos secundarios biologicamente ativos, muitos dos
quais correlacionados com os tratamentos utilizados na fitoterapia popular. Dessa forma,
buscou-se encontrar uma maneira simples de fracionar, empregando-se adsorventes baratos
e fases moveis 0 mais ambientalmente amigaveis possiveis, 0s extratos obtidos das folhas da
espécie H. courbaril, a fim de se obter fragdes enriquecidas nas classes de metabdlitos
secundarios. Para o fracionamento do extrato bruto de folhas por extracdo em fase sélida
(EFS), foram testados 10 diferentes adsorventes e 6 eluentes. Subsequente a EFS, seguiu-se
analise cromatogréafica das fracfes, via HPLC. De posse dos dados referentes ao rendimento
das fracdes, observou-se que o0 adsorvente C18 foi o de melhor resultado, seguido pelo celite,
silica, silica + carvdo 1:1 e carvdo. Com base nos cromatogramas obtidos, observou-se,
quanto a variedade quimica, que a fracdo de acetato de etila para os adsorventes carvao e
silica + carvdo [1:1] é constituida principalmente por esteroides e terpenoides. Além disso, a
fracdo de acetato de etila para a mistura silica + carvdo [1:1], a fracdo de hexano + acetato
de etila [6:4] para os adsorventes celite e a fracdo de etanol para a silica forneceram indicios
sobre uma possivel presenca de flavonoides. Portanto, empregando-se adsorventes baratos e
fases moveis o mais ambientalmente amigaveis, foi possivel obter fracfes de metabdlitos

secundarios que podem ser usados como insumos para diversas finalidades.

Palavras-chave: Hymenaea courbaril. Cromatografia liquida. Flavonoides.

Ambientalmente amigavel.



ABSTRACT

The preservation of natural areas needs to be valued. When the plant species present
in these areas are used, they are used in the form of wood or fruit extraction, with little
attention paid to the phytochemicals needed by these plants. A tree of frequent occurrence is
the jabotd (Hymenaea courbaril), chosen as an example of this approach. With geographical
distribution from southern Mexico to much of South America, including Brazil, as plants of
the genus Hymenaea have been used in popular herbal medicine, helping to treat a range of
diseases, such as diarrhea, pulmonary weakness, colic intestinal, among others. For different
species of the genus, several biologically active secondary metabolites have been reported in
the literature, many of which are correlated with those used in popular herbal medicine. In
this way, we sought to find a simple way to fractionate, using cheap adsorbents and mobile
phases as environmentally friendly as possible, the extracts obtained from the leaves of the
species H. courbaril, in order to obtain enriched fractions in the classes of secondary
metabolites. For the fractionation of crude leaf extract by solid phase extraction (SPE), 10
different adsorbents and 6 eluents were tested. After the SPE, the chromatographic analysis
of the fractions was followed by HPLC. With data on the yield of fractions, it was observed
that the adsorbent C18 was the best, followed by celite, silica, silica + coal, result 1: 1 and
coal. Based on the chromatograms observed, it was observed, regarding the chemical variety,
that the fraction of ethyl acetate for the adsorbents coal and silica + coal [1: 1] is found mainly
by steroids and terpenoids. In addition, the fraction of ethyl acetate for the mixture silica +
coal [1: 1], the fraction of hexane + ethyl acetate [6: 4] for the adsorbents celite and the
fraction of ethanol for a silica provided evidence of a possible presence of flavonoids.
Therefore, using original adsorbents and mobile phases that are the most environmentally
friendly, it was possible to obtain fractions of secondary metabolites that can be used as

inputs for various purposes.

Keywords: Hymenaea courbaril. Liquid chromatography. Flavonoids. Environmentally

friendly.
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1. INTRODUCAO

1.1. Motivacéo.

A preservacao de areas naturais, principalmente em areas de reserva legal, carece de
valoracdo, 0 que torna a manutencdo e recuperacdo dessas areas pouco atrativas nas
propriedades rurais particulares. Quando espécies vegetais presentes nessas areas Sao
utilizadas, o sdo na forma de madeira ou extrativismo de frutos. Pouca atencéo foi despertada
até o momento para os fitoquimicos produzidos por essas plantas, seja para 0 uso como
insumos ou principios ativos em medicamentos, cosméticos, agroquimicos ou mesmo como
aditivos alimentares. Por isso, consideramos que o desenvolvimento de um processo rapido
e de baixo custo para producdo de extratos e, principalmente, de suas fracdes enriquecidas
em classes especificas de metabdlitos poderia atrair maior interesse para espécies vegetais
nativas comumente presentes nessas areas de protecdo. Entre essas espécies, uma arvore de
ocorréncia frequente é o jatoba, escolhido como exemplo dessa abordagem que aqui
propomos. Nesse estudo avaliaremos a preparacdo de extratos de folhas de jatoba e seu

fracionamento rapido por extracdo em fase solida (EFS), testando varios adsorventes.

1.2. Morfologia, informac®es ecoldgicas e distribuicédo geogréafica da Hymenaea
courbaril

A espécie vegetal Hymenaea courbaril L., pertencente a familia Leguminosae-
Caesalpinoideae, é popularmente conhecida por diversos nomes, tais como jatoba, jatai e
imbitva. Morfologicamente, apresenta alturas de 15 a 20 metros, com tronco de até 1 m de
didmetro, folhas compostas de dois foliolos brilhantes, de 6 a 14 centimetros de
comprimento. Em relacdo as informacdes ecologicas, consiste em uma planta semidecidua,
helidfita ou esciofita, seletiva xerofita, caracteristica de floresta latifoliada semidecidua,

produzindo anualmente grande quantidade de sementes vidveis (LORENZI, 1992).
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Figura 1. Visdo da Hymenaea courbaril e das folhas e flores da espécie vegetal

Fonte: LORENZI, 1992.

Figura 2. Frutos e sementes da espécie vegetal Hymenaea courbaril

.

Fonte: LORENZI, 1992.

Quanto a distribuicdo geografica, a Hymenaea courbaril ocorre desde o sul do
México até grande parte da América do Sul, incluindo o Brasil, Guiana Francesa, Suriname,
Guiana, Venezuela, Colémbia, Peru e Bolivia. Especificamente no Brasil, pode ser
encontrada desde a floresta amazénica até as florestas sazonais do Sudeste, principalmente
no cerrado e na caatinga, especialmente nos estados da Bahia, Minas Gerais, Piaui, Goias,
Mato Grosso do Sul e S&o Paulo. E encontrada em altitudes de até 900 metros acima do nivel
do mar, em solos arenosos e argilosos bem drenados de terra firme e em varzeas altas, mas
raramente em campos abertos. Além disso, a espécie cresce bem em zonas Umidas com
precipitacdo anual entre 1500 e 3000 milimetros (BANDEIRA et al., 2015) (BONIFACE;
FERREIRA; KAISER; 2017) (MELO; MENDES; 2011).
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Figura 3. Distribuicdo geografica do jatoba (Hymenaea courbaril)

S HYMENAEA COURBARIL
H. STILBOCARPA

Fonte: LEE; LANGENHEIM; 1975

1.3. Usos e fitoterapia popular do género Hymenaea

Quanto aos usos da espécie, a madeira da H. courbaril apresenta alta densidade
bésica, cerne vermelho a castanho-avermelhado, alburno branco-acinzentado, gra regular a
irregular e textura média a grossa, sendo empregada em construcdo civil, instrumentos
musicais, entre outros. O caule exsuda uma resina, rica em terpenos, e conhecida como
“jutaicica” ou “copal-da-américa”, que pode ser utilizada na fabricacdo de vernizes. O
endocarpo do fruto ¢ comestivel, podendo ser consumido “in natura”, usado na preparagao
de farinhas, doces e bebidas, ou utilizado na alimentacdo de animais domésticos. As sementes
sdo empregadas na fabricacdo de colares, brincos e outros objetos artesanais (MELO;
MENDES; 2011).

Além dos usos citados anteriormente, as espécies do género Hymenaea sao usadas na
fitoterapia popular e tém se mostrado como recursos Uteis, sendo fontes de varios metabdlitos
secundarios biologicamente ativos. No que diz respeito ao uso medicinal da espécie H.
courbaril, o ché preparado a partir da casca da planta € utilizado como um energético natural,
além de ser empregado no tratamento de diarreia, vermifugo, adstringente peitoral, laxante e
sedativo, enquanto o 6leo da casca é usado no tratamento de feridas. Além da casca, a fumaca
originada da resina € utilizada no tratamento de dores de cabeca e reumatismo. A polpa da
semente € utilizada como laxante, enquanto a polpa da fruta é usada para tratar diarreia. As

frutas e as sementes séo usadas para o tratamento de pulméo, rim, préstata e problemas de
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estdmago. A infusdo das folhas é usada para o tratamento de bronquite, especialmente em
criangas, enquanto na VVenezuela e Suriname, as folhas sdo usadas para tratar fraturas, feridas
e problemas pulmonares e, no Panam@, no tratamento de diabetes. A seiva é utilizada para
tratar tosse e feridas cronicas, sendo que, quando misturada com mel de abelha, é utilizada
no tratamento de doencas cardiacas (BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017).

Outras espécies do género Hymenaea além da H. courbaril também apresentam
aplicacdes na fitoterapia popular. O ché das cascas da H. stignocarpa é utilizado para aliviar
colicas, diarreia e no tratamento de fraqueza pulmonar. A H. martiana é utilizada na medicina
popular para terapias gastrointestinais, urinarias e respiratorias. A casca do caule da H.
parvifolia € administrada por via oral para o tratamento de anemia e tosse, enquanto a resina
¢ usada para tratar sinusite e espasmos abdominais. A casca do caule, epicarpo e resina da H.
intermadia sdo utilizados para tratamento de tosse, anemia e sinusite. O 6leo da semente da
H. oblongifolia é utilizado como laxante, enquanto a casca do caule é utilizada para tratar o
reumatismo e a resina do tronco como fungicida (BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017).

1.4. Constituintes quimicos das espécies do género Hymenaea
Quando tratamos das espécies do género Hymenaea, diversos sdo 0s constituintes
quimicos presentes e relatados na literatura. A seguir, expressam-se nas tabelas de Tabela 1

a Tabela 9 e nas Figura 4 a Figura 12 os constituintes quimicos reportados.

Tabela 1. Terpenoides e esteroides relatados para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA PLANTA ESPECIE
(2)-Cariofileno Resina de bolso de folha H. courbaril
(-)-a-Selineno Resina de bolso de folha H. courbaril

(£ )-a-Humuleno Resina de bolso de folha e H. courbaril

resina de casca

(£)-B-Humuleno Resina de bolso de folha H. courbaril

a-Copaeno Resina de bolso de folha e H. courbaril
frutos

(+)-B-Selineno Resina de bolso de folha H. courbaril

(-)-a-Cubebeno Resina de bolso de folha e H. courbaril
frutos

(+)-6-Cadineno Resina de bolso de folha H. courbaril

B-Copaeno Resina de bolso de folha H. courbaril

y-Muuroleno Resina de bolso de folha H. courbaril
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(-)-a-Himacaleno Resina de vagem de H. courbaril
sementes

(-)-a-Muuroleno Resina de vagem de H. courbaril
sementes

(-)-p-Bourboneno Resina de vagem de H. courbaril
sementes

Selina—4(14),7-dieno Resina de vagem de H. courbaril
sementes

(+)-Calareno Resina de vagem de H. courbaril
sementes

Ciclosativeno Resina de vagem de H. courbaril
sementes

(+)-a-Calacoreno Resina de vagem de H. courbaril

sementes e frutos
Acido labd—13-en—8-0l—15- Resina de tronco, casca, H. courbaril
0ico frutas
Acido eperua—7,13-dien—15- Casca H. courbaril
oico
Acido labdan—8-B-ol—15-0ico Casca e frutos H. courbaril
Acido lab—13-en—8-beta- Casca e folhas H. courbaril
ol-15-o0ico
Acido ozico Vagens de sementes H. courbaril
Acido isozoico Vagens de sementes e H. courbaril
frutos
Acido (-)-kovalénico Vagens de sementes H. courbaril
(-)-(5R,8S,9S,10R)-clerod—3- Casca H. courbaril

en—15-0ato de metila

Copalato de metila

Casca, resina de tronco

H. stigonocarpa, H.
courbaril

Acido (5R*,85*,9S* 10R*)-
cleroda-3,13E-dien-15-0ico

Vagens de sementes

H. courbaril

Eperuato de metila

Casca, resina de tronco

H. stigonocarpa, H.

courbaril
Isoozato de metila Casca, resina de tronco H. stigonocarpa, H.
courbaril
Ozato de metila Casca H. courbaril
Kolavenato de metila Casca, resina de tronco H. stigonocarpa, H.
courbaril
(55*,85*,9S*,10R*)- Vagens de sementes, H. courbaril
clero—3,13-dien—15-0ato de casca
metila
(5R*,85*,9S*,10R*)- Casca H. courbaril
clero—3,13-dien—15-0ato de
metila
Zanzibarato de metila Casca H. courbaril
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Acido (13R)—2-0xo—13- Folhas, caules e galhos H. courbaril
hidroxi—1(10), 14-ent-
halimadien—18-0ico
Acido (13R)-13- Folhas, caules e galhos H. courbaril
hidréxi—1(10),14-ent-
halimadien—18-0ico
Acido (2S,13R)—2,13- Folhas, caules e galhos H. courbaril
diidréxi—1(10), 14-ent-
halimadien—18-06ico
Espatulenol Sementes H. courbaril
Crotomaclina Sementes H. courbaril
Acido labd—13E-en—8-ol—15- Sementes H. courbaril
oico
Acido (13E)-labd—7,13- Sementes e folhas H. courbaril
dien—15-6ico
Acido labd—8 (17), 13E- Sementes H. courbaril
dien—15-06ico
(-)-(E)-Cariofileno Resina H. courbaril
Oxido de cariofileno Resina H. courbaril
Acido zanzibarico Frutos H. courbaril
Cariolano—1,9-diol Frutos H. courbaril
Germacreno D Frutos H. courbaril
(+)-Biciclogermacreno Frutos H. courbaril
cis-Muurola—3,5-dieno Frutos H. courbaril
(+)-6-Amorfeno Frutos H. courbaril
(+)—7-epi-Sesquitujeno Frutos H. courbaril
1-epi-Cubenol Frutos H. courbaril
trans-Cadina—1,4-dieno Frutos H. courbaril
Amorfa—4,7 (11)-dieno Frutos H. courbaril
trans-Muurola—4(14),5-dieno Frutos H. courbaril
Acido camforico Frutos H. courbaril
Amorfa—4,9-dien—2-ol Frutos H. courbaril
(+)-o0-Ylangeno Frutos H. courbaril
trans-Cadina—1(6),4-dieno Frutos H. courbaril
Germacreno B Frutos H. courbaril
Selin—11-en—4-a-0l Frutos H. courbaril
trans-Muurolol Frutos H. courbaril
Epdxido de (-)-Humuleno 11 Frutos H. courbaril
a-trans-Bergamoteno Frutos H. courbaril
o-Elemeno Frutos H. courbaril
B-Elemeno Frutos H. courbaril
(2)-B-Farneseno Frutos H. courbaril
a-Cadineno Frutos H. courbaril
( £)-y-Cadineno Frutos H. courbaril
allo-Aromadendreno Frutos H. courbaril
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Salvial—4(14)-en—1-0na Frutos H. courbaril
trans-Calameneno Frutos H. courbaril
y-Muuroleno Frutos H. courbaril
B-Copaen—4 a-ol Frutos H. courbaril
Mustakona Frutos H. courbaril
(+)-Aromadendreno Frutos H. courbaril
(-)-Globulol Frutos H. courbaril
(-)-Cypereno Frutos H. courbaril
Levomenol Frutos H. courbaril
Acido (-)-copalico Resina H. courbaril
(5S,9S,10R)-ent-labd—8(17)- Resina H. courbaril
en—15 acetato de etila
Acido 18-hidroxi-ent- Flores H. stigonocarpa
halima—1(10),13-E-dien—15-
0ico
Acido ent-A13,14-Labd—8-B- Folhas H. stigonocarpa
ol-15-o0ico
Acido labd—7-en—15-0ico Folhas . stigonocarpa

Kaur—16-en—18-0l Epicarpo de fruta . stigonocarpa

(-)-Kauran—16-a-0l Epicarpo de fruta . stigonocarpa

Kaur—16-en—3-a-0l Epicarpo da fruta . stigonocarpa

(-)-(1'S,2S)-a-Bisabolol

Resina da casca

. stigonocarpa

Acido 5 B—9B-H—10a-
Labd—8(20)-en—15-0ico

Resina da casca

I T IT|T|T|T

. stigonocarpa

Acido Epertico

Resina da casca

. stigonocarpa

Cativato de metila

Resina da casca

. stigonocarpa

Acido labd—8-en—15-0ico

Resina da casca

. stigonocarpa

Acido labda—8,13-dien—15-
oico

Resina da casca

I T IT|T

. stigonocarpa

Acido ent-pinifélico Resina da casca H. oblongifolia
Acido guamaico Resina da casca H. oblongifolia
Quesnoina Resina H. oblongifolia

Acido ent-8 (17), 13(16),14-
Labda trien-18-oico

Resina da casca

H. verrucosa

y-Sitosterol Folhas H. stigonocarpa

Campesterol Folhas H. stigonocarpa

Stigmasterol Folhas H. stigonocarpa
B-Sitosterol-3-O-glicosideo Casca H. martiana

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.
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Figura 4. Terpenoides e esteroides relatados para o género Hymenaea
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a-Cadineno (% )-y-Cadinene p-Copaen—4 a-ol (-)-Cipereno Allo-Aromadendreno

Levomenol Salvial-4(14)-en-1-on0  ()-Aromadendreno ()-Globulol ()-(1'S,25)-a-Bisabolol

l o H

v-Sitosterol Campesterol Estigmasterol Acido labdan—8-B-ol-15-oico

' /-‘\],,,- .
K D )
\/ s s :

Acido (13R)-13-Hidréxi-1(10),  Acido (25,13R)—2,13-Diidroxi—1(10),
14-ent-halimadien—18-oico 14-ent-halimadien—18-oico

B-Sitosterol-3-O-glicosideo

Cariolano—1,9f-diol

0-H

T g
— Forom
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(55,9S,10R)-ent-Labd—8(17)-en—15

acetatode etila

Quesnoina Acido ent-pinifélico

o]

Ao
'3 C—=0CHCH;3
- k

(Io) Ry=H; Ra=H

Acido labd—7-en—15-oico Acido 5 p—9p-H-10a-

labd—8(20)-en—15-o0ico

’/\]fcoocna

< COOCH3

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Tabela 2. Flavonoides relatados para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA ESPECIE
PLANTA
Astilbina Casca, folhas e H. martiana and
casca do caule H. parvifolia, H.
courbaril
(-)-Epicatequina Folhas H. courbaril
Fisetina Seiva do xilema H. courbaril
Fisetinediol Seiva do xilema H. courbaril
Taxifolina Seiva do xilema e H. courbaril H.
cerne stigonocarpa
Fustina Seiva do xilema H. courbaril
3-O-Metil-2,3- Seiva do xilema H. courbaril
trans-fustina
Hultenina Cerne H. stigonocarpa
7-MetOxi catequina Cerne H. stigonocarpa
Quercetina Cerne H. stigonocarpa
Flavona 4',5,7- Flores H. stigonocarpa

tritdroxi—3’,5'-
dimetoxi




Eucrifina Casca H. martiana
Engelitina Casca H. martiana
Neoastilbina Casca H. parvifolia
(+)-Catequina Casca H. courbaril var.
stilbocarpa
()-Hydnocarpina D Folhas secas H. palustres
50-Metoxi- Folhas secas H. palustres
hydnocarpina D
Palstatina Folhas secas H. palustres
Diidrokaempferol- Casca H. courbaril var.
glucosideo stilbocarpa
Rutina Frutos H. stigonocarpa

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Figura 5. Flavonoides relatados para o género Hymenaea

Astilbina

e K

Taxifolina

(-)-Epicatequina

Quercetina
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Eucrifina Palstatina Rutina
= 0"
W o o | Uo —w
o oy, o
o - g K ~
B |
a o
H/ /D H .
H
o H
e
H a
4',5,7-trihidroxi—3',5'-dimetéxiflavona Fustina Engelitina

Neoastilbina (-Hydnocarpin D Diidrokaempferol-glicosideo

il ©

Fisetinediol 3-O-Metil-2,3-trans-fustina 7-Metéxi catequina

(3) Ry=Ry=H, R,=OCH; R;=OH

H,CO.
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Hultenina
P

. \7/’\/0 S W S

| S
Y™
OH o]

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Tabela 3. Flavonas relatadas para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA ESPECIE
PLANTA
Chrysoeriol Folhas H. palustres
Luteolina Folhas H. palustres
Tricina Folhas H. palustres
Hultenina Casca H. stigonocarpa

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.
Figura 6. Flavonas relatadas para o género Hymenaea

Chrysoeriol Tricina

Luteolina

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Tabela 4. Carotenoides relatados para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA ESPECIE
PLANTA
a-Tocoferol Polpa e dleo de H. courbaril
semente
b-Tocoferol Polpa e dleo de H. courbaril
semente

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.



Figura 7. Carotenoides relatados para o género Hymenaea

a-Tocoferol b-Tocoferol

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Tabela 5. Acido Organico relatado para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA ESPECIE
PLANTA
Casca H. courbaril var.

Acido ()-Malico
stilbocarpa

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Figura 8. Acido Organico relatado para o0 género Hymenaea

Acido malico
0

: -
C

)

[

0 0
H

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Tabela 6. Coumarinas relatadas para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA ESPECIE
PLANTA
Ipomopsina Sementes H. courbaril
Hymenaina Sementes H. courbaril
Sementes H. courbaril

Hymenaina 7-O-beta-
glicopiranosil-(1" — 2')-
O-alfa-apiofuranosil-(1’

25



— 2)-0-
alfagalactopiranosideo
Hymenaina 7-O-beta- Sementes H. courbaril
gliopiranosil-(1" — 2')-
O-alfa-apiofuranosideo
Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Figura 9. Coumarinas relatadas para o género Hymenaea
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Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.
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Tabela 7. Procianidina relatada para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA ESPECIE
PLANTA
4-(Benziltio)- Casca H. courbaril

epicatequina

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.
Figura 10. Procianidina relatada para o género Hymenaea
4-(Benziltio)-epicatequina

OH

OH

HO o) o

\ ""//OH

OH S

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Tabela 8. Acido fendlico relatado para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA ESPECIE
PLANTA
Acido 4- Folhas H. stigonocarpa

Hidroxibenzéico

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Figura 11. Acido fendlico relatado para o género Hymenaea

Acido 4-Hidroxibenzéico

H
0 0
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Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Tabela 9. Ftalida relatada para o género Hymenaea

CONSTITUINTE PARTE DA ESPECIE
PLANTA
6-Formil—7- Tronco de H. oblongifolia
hidroxi—5-metdx—4- madeira
metilftalida

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

Figura 12. Ftalida relatada para o género Hymenaea

O0-Formil-7-hidroxi—5-metoéxi—4-metilftalida

OH 0O

HsCO

CHs

Fonte: BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017.

1.5. Farmacologia de constituintes quimicos das espécies do género Hymenaea

Para as bicoumarinas Ipomopsina e Hymenaina, isoladas de sementes germinadas da
H. courbaril, reportou-se na literatura o efeito antioxidante (BONIFACE; FERREIRA,;
KAISER; 2017).

Quanto a classe dos flavonoides, para a Neoastilbina e a Astilbina, dois
diidroflavonoides isolados da casca da H. parvifolia, foi relatado efeito inibitério de protease
(caseina quinase Il), sendo que, especificamente para a Astilbina, em outro estudo, isolada
do extrato bruto de H. martiana, relatou-se o efeito hepatoprotetor. Para a Fisetina, mostrou-
se, in vitro, atividade antifingica, baixa toxicidade em células animais e inibi¢cdo da
proliferacdo de celulas cancerosas (BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017) (COSTA et
al, 2014) (LEE et al, 2020).

Ainda em relacéo aos flavonoides, para a Taxifolina e para o Fisetinediol, isolados do

extrato de EtOAc do cerne da H. courbaril, relatou-se na literatura atividade antioxidante.
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Também foi relatada a atividade antitermitica e antioxidante do extrato de EtOAc do cerne
da H. stignocarpa e seus constituintes (Hultenina, Taxifolina, Quercetina e 7-
Metoxicatechina). Para a Palstatina, relatou-se a inibi¢do do crescimento do patdégeno gram-
positivo Neiseria gonorrhoeae. Por fim, para a Rutina, estudos da literatura demonstram
diversas atividades farmacologicas, incluindo antioxidante, citoprotetora, vasoprotetora,
neuroprotetora, cardioprotetora e anticarcinogénica, sendo que a combinacdo com a
cisplatina (droga utilizada no tratamento de varios tipos de cancer, mas limitada pelos varios
efeitos colaterais aos hospedeiros) proporcionou melhor atividade contra as células do
linfoma de Dalton (BONIFACE; FERREIRA; KAISER; 2017) (CHAMBERS;
VALENTOVA; KREN; 2015) (PRASAD; PRASAD; 2021) (PAWAR, 2009).

2. OBJETIVOS

Encontrar uma maneira simples de fracionar os extratos obtidos das folhas da
Hymenaea courbaril, usando adsorventes baratos, fases méoveis o mais ambientalmente
amigaveis possivel (hexano, agua e etanol) para conseguir fracdes enriquecidas em classes

de metabolitos.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos

A seguir, expressam-se 0s equipamentos utilizados:

e Balanca analitica Gehaka, modelo BG2000 (max. 2020 g; d = 0,1 g);

e Balanca analitica MettlerToledo, modelo AG204 (méx. 210 g; d = 0,1 mg);

e Balanca analitica MettlerToledo, modelo AG245 (max. 41/210 g; d = 0,01/0,1 mg);
e Banho de aquecimento Buchi, modelo B-480;

e Banho de ultrassom Elmasonic, modelo S 60 H;

e Banho refrigerador Huber Unichiller;

e Bomba de vacuo Buchi, modelo V-700;

e Bomba de vacuo Primatec, modelo 121;

e Capela de fluxo laminar;

e Coluna cromatografica NST 18 100A, de dimensdes 250 mm x 4,6 mm x 5 um;
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Estufa de secagem de material de laboratorio Marconi, modelo MA 033/3;
Estufa;

UHPLC+ Focused, Dionex;

Mini folder VacMaster;

Moinho analitico IKA, modelo A1l Basic;

Moinho de facas para triturar as folhas;

Pipetas automaticas de 200, 1000 uL, Gilson;

Purificador de agua MilliQ, da Millipore.

Rotaevaporador Buchi, modelo R 114.

3.2 Material vegetal

Foram coletadas folhas da espécie Hymenaea courbaril (jatoba) no Sitio

Experimental da UNICEP, coordenadas 22°2,058' S e 47°46,159' W, localizado em S&o
Carlos, S&o Paulo (figura 13).

Figura 13. Localiza¢éo do Sitio Experimental da UNICEP

Fazenda Fazenda

< Lacerda Lageado
Unicep - Centro

Universitario Central... Eazenda

Santa Luzia [267)

Sao Carlos

foea] Sitio Universitario
9 3 UNICEP

Temporariamente.

Recreio
Campestre

Fonte: O autor, 2021.

3.3. Solventes e adsorventes

Inicialmente, para o preparo do extrato bruto, foram utilizados solventes de grau PA

(etanol e hexano). Para o processo de extragdo em fase sélida, foram utilizados 11

adsorventes e 6 eluentes. Na analise por cromatografia liquida, foi utilizada como solvente

agua ultra-pura, obtida em sistema Milli-Q, e, para solubilizac&o, etanol grau HPLC. No
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equipamento HPLC, foram utilizados: agua ultra-pura e acetronitrila grau HPLC, com 0,1%
de &cido formico como solvente. A coluna cromatografica NST 18 100A, de dimensGes 250
mm x 4,6 mm X 5um, era composta de C18.

A seguir, expressam-se na Tabela 10 as caracteristicas dos adsorventes utilizados e
na Tabela 11 o protocolo para fracionamento do extrato vegetal, contendo os 9 adsorventes

avaliados, juntamente com os respectivos eluentes utilizados.

Tabela 10. Caracteristicas dos adsorventes utilizados

Adsorventes Fabricante Diametro Grupo Preco
médio de Funcional (US$/KQ)
particula

(um)
Alumina neutra em J. T. Baker 50-200 Al2O3 419,66
po
Carvéo ativado P.A. Labsynth 15-30 Ce 18,41
em po
Celite® 545 P.A. Labsynth 20-100 Silicato 24,98
Celulose Sigma-Aldrich 25-60 Carboidrato 977,00
microgranular
Poliamida em p6 Merck 5-50 Amida 1278,19
Silica Polygoprep® Macherey-Nagel 50 Cis 8424,23
60-50 C18
Silica Sigma-Aldrich 40-63 Silicato 109,85
Amberlite ® XAD-  Sigma-Aldrich 250-841 Polimero 326,21
4 apolar
Diaion® HP-20 Sigma-Aldrich 250-850 Polimero 339,90
apolar

Fonte: O autor, 2021.
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Tabela 11. Protocolo para fracionamento do extrato vegetal

Adsorvente Eluentes
XAD-4 Agua / Agua:Etanol 1:1 / Etanol /
Acetona
Poliamida Agua / Agua:Etanol 1: / Etanol / Etanol +
Hidréxido de Amonio (2 mL)
Silica Hexano / Hexano:Acetato de Etila 9:1/

8:2/ 6:4 | Acetato de Etila / Etanol

Carvao Ativado Hexano / Hexano:Acetato de Etila 9:1/

8:2/6:4 | Acetato de Etila / Etanol /

Acetona
Silica + Carvéo Ativado 1:1 Hexano / Hexano:Acetato de Etila 9:1/
8:2/6:4 / Acetato de Etila / Etanol
c18 Agua / Agua:Etanol 8:2/6:4/4:6/2:8/
Etanol

Celite Hexano / Hexano:Acetato de Etila 9:1/

8:2/ 6:4 / Acetato de Etila / Etanol

Alumina Hexano / Hexano:Acetato de Etila 9:1/
8:2/ 6:4 | Acetato de Etila / Etanol

Celulose Hexano / Hexano:Acetato de Etila 9:1 /
8:2/6:4 | Acetato de Etila / Etanol
Diaion HP20 Agua / Agua:Etanol 8:2/6:4/4:6/2:8/

Etanol / Acetona

Fonte: O autor, 2021.

3.4 Métodos

3.4.1. Preparo dos extratos brutos
3.4.1.1. Coleta e trituracao

As folhas da Hymenaea courbaril foram coletadas no Sitio Experimental da UNICEP,
secas na estufa de secagem de laboratorio (Marconi modelo MA 033/3), secas em estufa a



33

40° C e trituradas no moinho de facas. Em sequéncia, a massa de folhas trituradas foi obtida

com o auxilio da balanca analitica (Gehaka, modelo BG2000).

3.4.1.2. Extracdo

Com as folhas trituradas, foram obtidos 2 diferentes extratos, um hidroalcéolico (70%
etanol, 30% &gua) e outro hexanico. Para a obtencdo dos extratos, pesou-se 100 g de material
vegetal para 1L de cada composicao de solvente previamente preparado. A massa pesada foi
colocada em um Erlenmeyer, adicionando-se em sequéncia o solvente para cada extrato,
deixando-se por 20 minutos no banho de ultrassom (Elmasonic, modelo S 60 H), a fim de se
obter uma melhor homogeneizagao da mistura e acelerar o processo de extracdo. Em seguida,
transferiu-se o contetdo para um funil Buchner com papel filtro, realizando-se a filtracao
com o auxilio de um kitasato acoplado a uma bomba de vacuo. O filtrado, a fim de se evaporar

parte do solvente ainda restante, foi deixado em uma capela de fluxo laminar.

Apds a retirada de parte do solvente via capela de fluxo laminar, para a retirada total
do solvente presente no filtrado, utilizou-se o rotaevaporador (Buchi, modelo R 114). Por
fim, o filtrado foi solubilizado em uma pequena quantidade do solvente original, transferido
para tubos de penicilina e placas de Petri previamente tarados, e levado novamente a capela

para total secagem.

3.4.2. Processo de extracdo em fase sélida

3.4.2.1 Preparo dos cartuchos
Inicialmente, foram confeccionados os cartuchos com a série de adsorventes expressa
na Tabela 11, pesando-se 1 g de cada adsorvente nos respectivos cartuchos. O

empacotamento dos cartuchos foi feito a seco.

3.4.2.2. Preparo das amostras

Ao0s extratos secos, adicionou-se uma quantidade do eluente intermediario (para o0s
hidroalcoolicos, adicionou-se uma solugdo acetato de etila + etanol; para os hexanicos,
hexano + acetato de etila) para total solubilizacdo. Utilizou-se cerca de 100 mg do extrato
hidroalcdolico e 10 mg do hexanico. Os dois extratos solubilizados foram reunidos, de forma
a obter-se uma mistura de todos os extraiveis presentes nas folhas, e colocados em tubos de

penicilina. A seguir, adicionou-se 500 mg de adsorvente para dispersdo da amostra. Apds
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eliminacdo dos solventes, a amostra dispersa no adsorvente foi aplicada no cartucho de

extragao.

3.4.2.3. Fracionamento e pesagem

O contetdo dos tubos foi transferido para os cartuchos, sendo utilizado 1 mL de
eluente para cada 1 cm do espago ocupado pelo conteldo, respeitando-se 0 volume morto de
cada um deles. Realizada a filtracdo em fase sélida, o contetdo obtido foi colocado em

frascos de penicilina previamente tarados e etiquetados, sendo levado a capela para secagem.
3.4.3. Cromatografia liquida

3.4.3.1. Preparo das fracoes

Inicialmente, foram montadas seringas com filtros de celulose acoplados. Em
seguida, novamente, solubilizaram-se os extratos, utilizando-se para tanto etanol grau HPLC
como solvente. Nos casos em que o eluente usado na filtracdo em fase solida foi agua ou
etanol + agua 1:1, utilizou-se como eluente uma mistura etanol grau HPLC + agua 1:1. Feita

a solubilizacdo, realizou-se a filtragdo dos extratos.

3.4.3.2. Analise cromatogréfica

Submeteu-se a aliquota obtida ao HPLC, fazendo-se a leitura cromatografica.

No equipamento de cromatografia liquida, padronizou-se 0 método em 70 minutos
totais para cada amostra: 5 a 100% B em 45 min, seguida de 15 minutos isocratico com 100%
B. Para recondicionar a coluna apds cada analise foi usado um gradiente reverso rapido (100
—5% B em 2 min), seguido de 13 minutos de tempo de equilibrio. Solvente A foi 4gua ultra-
pura e solvente B foi acetronitrila grau HPLC, com 0,1% de &cido férmico. A temperatura
foi de 30° C. A vazdo correspondeu a ImL/min com injecao de 10 pl de fracdo e a analise se
deu nos comprimentos de onda de 254 nm, 280 nm, 300 nm, 350 nm, 400 nm, 500 nm, 600

nm e 700 nm.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A reviséo dos estudos fitoquimicos relatados na literatura cientifica indicou que a H.
courbaril é rica em acidos graxos, mono e sesquiterpenos, flavonois e diidroflavondides,

catequinas e coumarinas. Neste estudo a atencdo foi voltada para os compostos fenolicos e
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coumarinas, visto que sao os metabolitos possiveis de monitorar usando deteccdo no UV/Vis
(Figura 14).

Figura 14. Principais caracteristicas espectrais no UV dos compostos fendlicos e coumarinas ja relatados em
H. courbaril.
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Fonte: Adaptado de MABRY; MARKHAM; THOMAS; 1970.

Em relacdo a Figura 14, quanto as caracteristicas espectrais dos flavonois, €
importante destacar que as bandas Ila e Ilb indicam anel B di ou trioxigenado, e que a
auséncia de grupo 5-OH indica banda | 3-10 nm menor e banda Il 6-17 nm menor. Quanto
aos acidos clorogénicos / hidroxicinamatos / coumarinas / ftalideos, todos possuem como
cromoforo principal a unidade cinamoila, resultando em espectros no UV semelhante,
conforme mostra a figura (MABRY; MARKHAM; THOMAS; 1970).

A andlise dos espectros no UV obtidos nas analises por HPLC resultou na atribuicdo
da classe do metabdlito quando se tratava de flavonol ou diidroflavonol. Acidos clorogénicos,
acidos hidroxicindmicos livres, coumarinas e ftalideos apresentam praticamente 0 mesmo

cromoforo no UV, isto é, uma unidade cinamoila com maximo de absor¢do em cerca de 325
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nm e um ombro em cerca de 300 nm. Por isso as bandas cromatograficas com espectros no

UV com estas caracteristicas foram consideradas representar derivados cinamoilicos.

Com base nos constituintes quimicos relatados para as espéecies do género Hymenaea,
foram calculados, para o caso dos terpenoides com carbonilas o, B-insaturadas ou ligacGes
duplas conjugadas, o lambda maximo de absor¢io (Amax), empregando-se para tanto a regra
de Woodward-Fieser. Em sequéncia, compararam-se 0s valores calculados com os espectros
UV de algumas bandas, para as fracbes com maior variedades de picos na anélise

cromatografica.

Mustakona: Amax = 226 nm (Enona = 202 nm; Beta alquila = 2x12 = 24 nm);

Figura 15. Cromatograma em HPLC-C18 das fracdes obtidas por EFS-Carvédo. Espectro UV. 254 nm. Fragdo AcOET —
possivel correspondéncia com a mustakona.

Peak #374 100% at 20.76 min
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Fonte: O autor, 2021.
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Figura 16. Cromatograma em HPLC-C18 das frac6es obtidas por EFS-Carvao. Espectro UV. 254 nm. Fracéo

AcOET - possivel correspondéncia com a mustakona.

Peak #593 100% at 51.55 min
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Fonte: O autor, 2021.

Acido Zanzibarico: Amax = 224 nm (Aciclico = 214 nm; Alquila = 2x5 = 10 nm);

Germacreno D: Amax = 224 nm (Aciclico = 214 nm; Alquila = 2x5 = 10 nm);

Zanzibarato de metila: Amax = 224 nm (Aciclico = 214 nm; Alquila = 2x5 = 10 nm);

Ozato de metila: Amax = 224 nm (Aciclico = 214 nm; Alquila = 2x5 = 10 nm);

Crotomaclina: Amax = 224 nm (Aciclico = 214 nm; Alquila = 2x5 = 10 nm);
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Figura 17. Cromatograma em HPLC-C18 das frac6es obtidas por EFS-Carvao. Espectro UV. 254 nm. Fracéo
ACOET — possivel correspondéncia com o Acido Zanzibarico, Germacreno D, Zanzibarato de metila, Ozato de

metila e Crotomaclina

Peak #593 100% at51.55 min

60.0 5,
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Fonte: O autor, 2021.

Acido (13R)—2-Oxo0—13-hidréxi—1(10), 14-ent-halimadien—18-0iCO: Amax = 239 nm
(Enona = 215 nm; Beta-Alquila = 2x12 = 24 nm);

Figura 18. Cromatograma em HPLC-C18 das fra¢Ges obtidas por EFS-Carvéo Espectro UV. 254 nm. Fracéo
AcOET- possivel correspondéncia com a Acido (13R)—2-Oxo—13-hidréxi—1(10), 14-ent-halimadien—18-oico:

Peak #382 100% at21.75 min
%
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w
N
T
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200 250 300 350 400 450

Fonte: O autor, 2021.
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Trans-Muurola—4(14),5-dieno: Amax = 244 nm (Transoide = 214 nm; Subst. Alquila =
3x5 =15 nm; dupla exociclica = 1x5 = 5 nm);

Figura 19. Cromatograma em HPLC-C18 da fragdo AcOET obtida por EFS-Si+Carvéo. Detec¢do no UV. 254

nm. Espectro UV 254 nm — possivel correspondéncia com Trans-Muurola—4(14),5-dieno.

Peak#327 100% at 13.52 min
126

60.0

50.0| 244.6

200 225 250 275 300 325 350

Fonte: O autor, 2021.

Figura 20. Cromatograma em HPLC-C18 da fracdo EtOH obtida por EFS-Si. Detec¢do no UV. 254 nm.

Espectro UV 254 nm - possivel correspondéncia com Trans-Muurola—4(14),5-dieno.

Peak #309 100% at13.53 min

60.05;

2444
37.5;
25.0;
12.5é
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Fonte: O autor, 2021

Para os flavonoides relatados na literatura para as espécies do género Hymenaea,
buscou-se espectros UV correspondentes, para comparar com 0s espectros UV obtidos

laboratorialmente.
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Para a Astilbina, encontrou-se o0 valor de como sendo Amax = 292 nm e espectro UV
em sequéncia (FANZONE et al, 2010).

Figura 21. Espectro UV para a Astilbina
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Fonte: FANZONE et al, 2010.
Para a (-)-Epicatequina, encontrou-se o espectro UV em sequéncia:

Figura 22. Espectro UV para a (-)-epicatequina e outros compostos quimicos
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Fonte: SHI et al, 2008.

Para a (-)-Fisetina, encontrou-se o espectro UV em sequéncia:
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Figura 23. Espectro UV para a Fisetina
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Fonte: KIM et al, 2013.

Para os flavonoides Taxifolina, Quercetina, (+)-Catequina, foram obtidos os

espectros UV correspondentes na literatura:

Figura 24. Espectro UV para a Taxifolina, Quercetina e (+)-Catequina
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Fonte: DOBASHI et al, 2008.

Para o flavonoide Engelitina, foi obtido o espectro UV correspondente na literatura,

havendo uma possivel correspondéncia com os dados experimentais:
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Figura 25. Figura 28. Espectro UV para a Engelitina

% TRANSMITANCIA

Fonte: CARNEIRO et al, 1993.

Figura 26. Cromatograma em HPLC-C18 da fracdo AcOET obtida por EFS-Si+Carvéao. Deteccdo no UV.
254 nm. Espectro UV 254 nm — possivel correspondéncia com Engelitina

Peak#516 100% at 43.41 min
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Fonte: O autor, 2021.

Para o flavonoide Eucrifina, encontraram-se os valores de Amax como 290 nm e 330

nm. O espectro UV esta representado abaixo:
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Figura 27. Espectro UV para a Eucrifina
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Fonte: CARNEIRO, 1989.

Para o flavonoide Palstatina, encontraram-se os valores de Amax COmMo 269 nm e 341
nm (PETTIT et al, 2003).

Para o flavonoide Rutina, encontrou-se na literatura o espectro UV correspondente, e

conseguiu-se associa-lo com alguns picos obtidos experimentalmente:

Figura 28. Espectro UV para a Rutina
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Fonte: SAMPAIQ et al, 2018.
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Figura 29. Cromatograma em HPLC-C18 da fracdo Hexano/AcOEt [6:4] obtida por EFS-Celite. Deteccdo

no UV. 254 nm. Espectro UV 254 nm — possivel correspondéncia com Rutina

Peak#359 100% at 25.31 min
%

50.0- 2050

60.0

37,5

345.6
251.8

1004
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

110 Peak#340 100% at 20.66 min

%

60
1 254.8 3BH640

40+

T
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475

Fonte: O autor, 2021.



Figura 30. Cromatograma em HPLC-C18 da fracdo EtOH obtida por EFS-Si. Detec¢do no UV. 254 nm

Espectro UV 254 nm - possivel correspondéncia com Rutina
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Para o flavonoide 4',5,7-triidroxi—3’,5’-dimetoxflavona, foi obtido na literatura o
espectro UV correspondente:

Fonte: O autor, 2021.

400

Figura 31. Espectro UV para a 4',5,7-triidroxi—3’,5’-dimetoxflavona
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Fonte: MABRY; MARKHAM; THOMAS; 1970.

correspondentes na literatura.

Para os demais flavonoides, ndo foi possivel encontrar

0s espectros UV

45
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Quanto as flavonas reportadas na literatura para o género Hymenaea, foram obtidos
os valores de Amax. Para o Chrysoeriol, encontrou-se os valores de 254 e 354 nm. Para a
Tricina, 269, 346 e 349 nm. Por fim, quanto a Luteolina, encontraram-se os valores de 254,
268 e 348 nm (UMBETOVA et al, 2004) (JUNG et al, 2004) (LI et al, 2016).

Os cromatogramas das fragdes obtidos nos véarios experimentos de EFS foram
registradas em diversos comprimentos de onda, mas para a discussao que segue considerou-

se que 0s cromatogramas registrados em 254 nm séo suficientemente representativos.

Inicialmente deve-se destacar que apenas na EFS-C18 obteve-se recuperagédo quase
completa (97,3%) da amostra aplicada, e por isso foi usada como referéncia para analise
tentativa das classes de substancias presentes. Note-se que além dos flavonoides e derivados
cinamoilicos, varias bandas cujos espectros no UV apresentaram maximos de absorcéo na
regido de 235-250 nm e a estas ndo foi possivel ainda atribuir que classe de metabdlicos
representam (Figura 32 e Figura 12)

Figura 32. Cromatograma em HPLC-C18 das fracGes obtidas por EFS-C18. Preto: Agua — Azul
escuro:Agua/EtOH [8:2] —Rosa: [6:4] — Vinho: [4:6] — Verde: [2:8] — Azul claro: EtOH . Demais fragdes néo
apresentaram massa suficiente para analise. Detec¢do no UV a 254 nm.
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Fonte: O autor, 2021.



Tabela 12. Comparacdo de espectros no UV/Vis obtidos nas analises das fracdes de extratos de H. courbaril por HPLC-DAD

47

Pico | tR C18 Silica Celite Si + Carvéo Carvéo Classe PN
# (min)
1 3,10
‘ri‘,q. tR =3,34 min
3,32- i
2 > A\ < Catequina
3 5,78
o ;\ (;HJ\
, ‘m tR =9,00mir ) \,\ -
4 | 9,00 . W—
I Fisetina
(provavelmente
glicosilada)
”' R =11,15min
5 | 11,15
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{R = 11,43 min

6 11,43
R = 11,63 min Flavonol
7 11,63 (Quercetina
deriv.)
8 13,52
] {R = 13,84 mia Flavonol
9 13,84 N ' (Quercetina
deriv.)
10 | 14,05

\m 14,05 min

SAMMSS Mies maan+anass nanpe s
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11 | 18,23

12 | 19,61 o
Flavonol
13 | 19,68 (Campferol
deriv.)
ﬁ Li_/w,@m-m Flavonol
14 | 19,69 : (Quercetina
L deriv.)
Rutina
ou
15 | 20,66 Flavonol
(Quercetina

deriv.)
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16

20,76

17

23,91

R =2391mm

ﬁ i
:
B

1R =2393 min

18

24,89

i

R =24.89 min

R =24,92 min

N Bk ;

: |
. I+
f 4

.

B

Cinamoil deriv.

19

27,89

20

29,19

R = 29,19 min

21

29,22

© R =129.22 min

Astilbina ou
(diidroflavonol
deriv.)




51

22 | 3141

5 514t Flavonol
23 | 3144 | - (Campferol
: deriv.)

24 | 31,45

{R = 34,55 min
R = 34,36 min -

.”.- B % ) = Z

25 | 34,54

: \L tR.= 40,18 min
{R = 40,14 min . R = 40,19 min

26 | 40,14

{R =43.41 min

26a | 43,41
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27

43,69

PP R LT
{ zws
R =43,69 min
=0
125
Rt
2 e EE

Biscoumarina

28

44,99

Pigmento

A ®=410nin
29 | 47,09 A ; Pigmento
e A\
S
}:‘A. R=31Tma .
30 | 52,70 A/ v Pigmento
Ry \ f.

31

53,21

R = 53,21 min
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32

54,50

Pigmento

Fonte: O autor, 2021.
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Conforme demonstram os dados expressos na Tabela 12, com base nos espectros no
UV, foi possivel obter indicios sobre a possivel presenca de classes de substancias,
comparando-se com os espectros da literatura:
e Catequina: C18, Silica, Celite e Carvao (retencao entre 3,32 - 3,34 min);
e Fisetina: Silica (retencdo em 9 min);
e Flavonol (quercetina deriv.): C18 (retencdo em 11,63 min), Silica (retencéo
em 13,84 min) e Celite (retencdo em 19,69 min);
e Flavonol (campferol deriv): C18 (retengdo em 19,68 e 31,44 min);
e Rutina ou Flavonol (quercetina deriv.): Celite (retengdo em 20,66 min);
e Cinamoil deriv.: C18 e Silica (retencdo em 24,89 min);
e Astilbina ou diidroflavonol deriv.: Celite (reten¢do em 29,22 min);
e Angelitina: Silica + Carvao (retencdo em 43,41 min);
e Biscoumarina: Silica (retencdo em 43,69 min);
e Pigmento: C18 (retencdo em 44,99 min), Celite (retengédo 47,09 e 52,70 min)
e Carvao (retencdo em 54,50 min).
Nos testes de fracionamento os extratos hidro-alcodlico e hexanico foram misturados
na proporc¢do em que foram obtidos das folhas (100:1 m/m) para se obter uma mistura mais
representativa dos metabolicos da planta.

Foram avaliados 11 adsorventes, sendo quatro apolares (C18, XAD-4, Diaion HP20
e carvdo ativado), quatro polares (celite, celulose, alumina, silica), dois intermediarios
(poliamida e polivinilpolipirrolidona-PVPP) e um adsorvente misto (Silica + carvao ativado
1:1 m/m). Os experimentos com alumina e PVPP apresentaram problemas experimentais e

ndo serdo apresentados neste relatorio.

Na comparagdo dos perfis cromatograficos e rendimentos obtidos para com 0s

fracionamentos usando adsorventes apolares (

Figura 33) destaca-se a baixa recuperacdo obtida com as resinas de poliestireno-
divinilbenzeno (XAD-4 e Diaion HP20). O mesmo ocorreu com carvdo ativado, mas nesse
caso obteve-se uma fragdo, eluida com AcOEt, onde predominam as bandas com retencédo

entre 30 — 40 min. O baixo rendimento obtido para esses trés adsorventes pode ser explicado
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pela grande afinidade que possuem por compostos aromaticos e pigmentos. Uma fracéo

similar também foi obtida com EFS-C18 (Agua-EtOH 2:8), mas nesse caso ha ainda com

presenca significativa das bandas com retencdo entre 10-25 min.

Figura 33. Comparacdo do perfil cromatografico (254 nm) das fracfes obtidas por EFS usando adsorvente
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EFS-Carvao (Rec 11,6 %)
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Rendimento em Massa
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Fonte: O autor, 2021.

No caso dos adsorventes polares, os melhores rendimentos foram obtidos com EFS-
Celite e EFS-Celulose. As fragdes eluidas com hexano desses dois adsorventes apresentam
composicdes similares. As fracdes seguintes EFS-Celite (Hex/AcOEt 6:4) e EFS-Celulose
(Hex/AcOEt 9:1 e 8:2) estdo com predominio dos compostos intermediario, com retencao

entre 10-40 min, sem contaminagdo com as bandas com retencdo entre 10-25 min que
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provavelmente se referem a taninos. Silica e Silica + Carvao também apresentaram boa
seletividade para obtencdo de fracGes simplificadas, mas com rendimentos menores.
Poliamida ndo apresentou boa seletividade no fracionamento, além da baixa recuperacgéo da

amostra aplicada (Figura 34).

Figura 34. Comparacéo do perfil cromatografico (254 nm) das fracdes obtidas por EFS usando adsorvente

polares, adsorvente misto e intermedidrio.
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EFS-Celulose (Rec 50,3 %)
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'EFS-Poliamida (Rec 24,7 %)

=

EOH |

AguaELOH 1:1

Agua

Rendimento em Massa

Jatobé Folha; Poliamida

Rendimento (%)

20,00 18,18
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0,00 ]
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Fonte: O autor, 2021.

Figura 35. Rendimento em massa para cada adsorvente

100 973
X 80
50,3
S 60 ’
= 401 335 37 55,
o 40 e 247 153 116
£ 20 ’ :
2 0 [ | [ |
(]
s ® 2 . > > ™ 2 Q 0
& o & NS NG Q S R
O}}& 2 N s \@& P&
g,bo QQ
%
Adsorventes

Fonte: O autor, 2021.

Por fim, a Gltima classe de compostos sobre a qual foi possivel obter informagdes
sobre o0 espectro UV foi das Cumarinas. Para a Hymenaina, conforme a literatura, os valores
de Amax reportados sao 351, 303, 257 e 215 nm. Para a Ipomopsina, sdo 350, 303, 257, 203 e
21 nm (SIMOES et al, 2009) (ARISAWA et al, 1984).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicaram baixa recuperacdo da amostra para a maioria dos
absorventes avaliados, tanto polares quanto apolares. Avaliagdes mais detalhadas, que
incluem testes em replicata e usando outros eluentes mais fortes sdo necessarias para se

certificar quais tipos de constituintes ficam mais fortemente retidos em cada adsorvente.

Apesar dessa questdo da recuperacdo, foi possivel verificar que € possivel realizar
fracionamento rapido do extrato de folhas de H. courbaril usando adsorventes baratos e
eluentes mais amigaveis tanto do ponto de vista ambiental quanto ocupacional. Como
exemplo podem ser citados: EFS-Celite eluida com Hex/ACOEt; Silica+carvdo eluida

também com Hex/AcOEt e carvao eluido com AcOEt.

Experimentos qualitativos adicionais, envolvendo analises por LC-MS, podem

proporcionar identificacdo mais robusta dos constituintes do extrato e fracdes obtidos.
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