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RESUMO

Acido chiquimico, um importante intermediario na biossintese de substancias
aromaticas em plantas e microorganismos, € o material de partida na sintese comercial do
antiviral fosfato de oseltamivir (Tamiflu®), utilizado no tratamento de influenzas, como as do
tipo A HIN1, tipo A H5NL1 e do tipo B. Segundo a Roche, o maior obstaculo na produgdo do
Tamiflu® ¢ a disponibilidade de acido chiquimico, que é atualmente isolado do anis estrelado
chinés ou obtido por meio de fermentagdo. Devido & necessidade de se encontrar novas fontes
alternativas de acido chiquimico, o presente trabalho dedicou-se ao estudo da planta aquatica
Eichhornia crassipes (Pontederiaceae). Essa espécie de macrofita, conhecida popularmente
como aguape, é considerada a planta invasora que mais causa problemas em ecossistemas de
agua doce, devido ao seu rapido desenvolvimento e alta producdo de biomassa. Foram
realizadas extraces das partes aéreas e das raizes de E. crassipes com metanol ou &gua, por
meio de cinco diferentes processos extrativos: Soxhlet, maceragcdo com auxilio de ultrassom a
temperatura ambiente e a 45 °C, e maceracdo com auxilio de agitacdo magnética a
temperatura ambiente e a 45 °C. Os extratos foram analisados por CCDC, RMN de 'H e
CLAE-DAD. Os resultados indicaram que: (i) as partes areas de E. crassipes acumulam maior
concentracdo de acido chiquimico (0,1-2,7%) do que as raizes (0,1-0,9%); (ii) metanol é o
melhor solvente extrator de acido chiquimico, independente da metodologia utilizada; (iii) a
extracdo por aparelho Soxhlet demonstrou ser o método mas efetivo na extracdo de acido

chiquimico do material vegetal.

Palavras-chaves: Eichhornia crassipes; Pontederiaceae; aguapé; acido chiquimico; fosfato de

oseltamivir.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Acido chiquimico

Acido chiquimico (4cido (3R,4S,5R)-3,4,5-tri-hidroxiciclo-hex-1-eno-carboxilico, 1,
Figura 1), mais conhecido pela sua forma anidnica chiquimato, € um importante intermediario
do metabolismo secundério de plantas e microorganismos, sendo o principal precursor na
biossintese de substancias arométicas, como os aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano,

e outros compostos como alcaloides e fenilpropanoides.
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Figura 1. Estruturas do acido chiquimico (1) e do fosfato de oseltamivir (2).

Acido chiquimico possui um alto valor agregado por ser utilizado como material de
partida na producdo de cosméticos e de medicamentos, como o fosfato de oseltamivir
(Tamiflu®, 2, Figura 1). A pro-droga oseltamivir € um inibidor potente e seletivo das enzimas
neuraminidases, impedindo tanto a liberacdo de virus infecciosos de células infectadas quanto
a entrada do virus em células ndo infectadas (Tamiflu, 2010). O antiviral oral Tamiflu® é
utilizado no tratamento de influenzas, como a do tipo A H5N1 (conhecida como gripe

aviaria), tipo A H1N1 (conhecida como gripe suina) e do tipo B.
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as epidemias de gripe acometem
mundialmente de 3 a 5 milhdes de pessoas a cada ano, gerando cerca de 250.000 a 500.000
mortes. Ainda segundo a OMS, uma pandemia de gripe ocorre quando uma nova estirpe do
virus influenza A aparece, contra o qual a popula¢do humana ndo tem imunidade, resultando
em morbidade e mortalidade generalizada. As pandemias de gripe ocorreram em torno de trés

vezes em cada século (Influenza, 2010).

O Programa de Controle da Influenza A (HLN1) de 2009 da OMS aconselhou o uso de
oseltamivir (Tamiflu®) ou de zanamivir (Relenza®) nos casos de contaminag¢do ou suspeita
de contaminacdo, além dos programas de vacinacdo para prevencdo e contencdo da doenca

(World Health Organization, 2010).

Segundo a Roche, empresa que desenvolveu e comercializa o Tamiflu®, o maior
obstaculo na producdo de fosfato de oseltamivir é a disponibilidade de acido chiquimico, que

ndo é sintetizado comercialmente (Li et al., 2007a).

Existem duas fontes comerciais principais para a obtencdo do &cido chiquimico
utilizado na producéo de fosfato de oseltamivir: o processo de fermentacéo e o processo de
extracdo. No processo de fermentagdo, bactérias Escherichia coli geneticamente modificadas
sdo superalimentadas com uma fonte de carbono, como a glicose, 0 que faz com que elas
produzam &cido chiquimico. Recentemente, as vias biossintéticas em Escherichia coli foram
aprimoradas, permitindo que o0 organismo acumule material suficiente para ser

comercialmente viavel (Kramer et al., 2003; Escalante et al., 2010).

No processo de extracdo, acido chiquimico é extraido das vagens do anis estrelado
chinés (Illicium verum). I. verum cresce quase que exclusivamente em quatro provincias
montanhosas no sudoeste da China, e suas vagens sdo colhidas somente entre margo e maio,

proporcionando 3,3% de acido chiquimico. As arvores ndo produzem frutos antes de oito a
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dez anos de idade. Aproximadamente 90% da safra sdo prontamente utilizadas pela Roche na

producdo do Tamiflu® (Factsheet Tamiflu, 2010).

Atualmente, estima-se que um terco da exigéncia de acido chiquimico pelo mercado é
obtido a partir de E. coli geneticamente modificada, e o restante a partir da extracdo das
vagens do anis estrelado chinés (lllicium verum) (Scientific Correspondence, 2009). As
limitacGes do uso de anis estrelado como fonte de acido chiquimico foram uma das principais
razdes pela escassez mundial de Tamiflu® em 2005 (Avula et al., 2009). Nesta época, em
resposta a epidemia de H5N1 (gripe aviaria) no Sudeste Asiatico, varios governos — incluindo
os do Reino Unido, Canadd, Israel, Estados Unidos e Austrdlia — armazenaram grandes

quantidades de oseltamivir em preparacdo para uma possivel pandemia.

Devido a necessidade de se encontrar novas fontes alternativas de acido chiquimico,
pesquisadores tém estudado outras espécies de plantas e de bactérias, utilizando varias

metodologias.

Outras fontes potenciais de &cido chiquimico incluem as sementes de Liquidambar
styraciflua (2,4-3,7%) (Enrich et al., 2008), Pinus sylvestris (0,8-1,6%) (Sui, 2008), Pinus
elliottii (1,5%) (Xie et al., 2010). Avula e colaboradores realizaram um amplo estudo
envolvendo as frutas de nove espécies de Illicium e 173 outras espécies. Os resultados
mostraram que as frutas da espécie I. religiosum continham a maior concentracdo de acido
chiquimico, e que 77 e 82 extratos metandlicos de plantas apresentaram resultado positivo
para acido chiquimico nas andlises por CLAE-UV e CLAE-EM, respectivamente (Avula et

al., 2009).

De maneira geral, os autores relatam que o &cido chiquimico pode ser extraido
utilizando tanto um solvente organico polar (p. ex. metanol) como agua. Dentre as vantagens
em se utilizar o solvente organico, destacam-se a menor concentracdo de taninos extraidos,

facilitando a posterior purificacdo, e a possibilidade de regeneracdo do solvente. No entanto,
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em termos de preocupacBes ambientais e econdmicas, utilizar grandes quantidades de metanol

ou outro solvente organico ndo é desejavel, tornando a extragdo com agua mais atraente.

Acido chiquimico tem uma solubilidade em agua de 204 g/1000 mL H.0 a 25 °C, e é
praticamente insolivel em cloroférmio ou éter de petroleo (Ohira et al., 2009). Considerando
essas propriedades, Ohira e colaboradores propuseram uma metodologia utilizando agua
quente na extracdo do &cido chiquimico do anis estrelado chinés. Apds avaliarem variaveis
como temperatura, pressdo e tamanho de particulas, concluiram que a temperatura de 150 °C
levou a separacBes mais rapidas (~5 min), com maior recuperacdo e com menor quantidade de
agua. A pressdo nao pareceu ter um papel importante na recuperacao da extracdo (Ohira et al.,

2009).

Em 2008, Sui determinou a quantidade de acido chiquimico em agulhas de pinheiro
utilizando extracdo Soxhlet com metanol. No entanto, para a extragdo em grande quantidade,
0 pesquisador utilizou agua em temperaturas entre 45-75 °C, seguido de filtracdo em resina de

troca i0nica e recristalizagéo, obtendo bons resultados (Sui, 2008).

Matallo e colaboradores, com o objetivo de determinar o nivel de acido chiquimico em
diversas espécies de Brachiaria, cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) e soja (Glycine
max) apos o tratamento com o herbicida glifosato, desenvolveram um método de extracéo
assistido por micro-ondas (MWAE) e com agua acidificada como solvente. Os resultados
mostraram que a metodologia utilizando MWAE, seguida de CLAE-DAD para a separagéo e
quantificacdo do acido chiquimico, se mostrou sensivel, rapida e confidvel (Matallo et al.,

2009).

Li e colaboradores publicaram duas patentes descrevendo os resultados obtidos em
seus estudos com varias espécies de Liquidambar, avaliando as diferentes partes da planta,
diferentes solventes e métodos de extracdo e purificacdo (Li et al., 2007a e 2007b). Alguns

dos resultados mostraram que, para essas matrizes vegetais:
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e A extracdo acelerada com solvente (ASE) foi mais rapida e efetiva em comparacdo a
extragdo por maceracdo e por Soxhlet. A ASE extraiu aproximadamente 21% e 46% mais
acido chiquimico do que por Soxhlet e por maceracao, respectivamente;

e Por ASE, a agua extraiu aproximadamente 22% e 43% mais &cido chiquimico do que
metanol e etanol, respectivamente. Os solventes organicos extrairam também terpenoides
(detectados a 203 nm por CLAE), dificultando a etapa de purificacdo do acido
chiguimico;

e Nas extracGes utilizando agua como solvente, a temperatura e o tempo de extracdo nao
influenciaram significativamente a quantidade de acido chiquimico extraida. Porém,
quanto maior a temperatura, mais substancias adicionais podem ser extraidas,
dificultando o processo de purificacéo;

e A agitacdo da solugdo melhorou a eficiéncia de extragdo em mais de 50%.

1.2. Eichhornia crassipes

A espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms é conhecida popularmente como
aguapé, aguapé-de-flor-roxa, camalote, mureré ou jacinto d’agua (Figura 2). De acordo com a
sua classificacdo botanica, a planta de Eichhornia crassipes pertence ao Reino Plantae,
Divisdo Magnoliophyta, Classe Liliopsida, Ordem Commelinales e Familia Pontederiaceae

(Cook, 1974).

Suas folhas estdo dispostas em rosetas, sendo normalmente elipticas ou reniformes.
Séo folhas inteiras, ovaladas, arredondadas, circulares ou amplamente elipticas com 15 cm de
largura; densas, verde lustroso, impermeaveis; lados encurvados delicadamente e
frequentemente ondulados. Os peciolos sdo esponjosos, e dependendo da circunstancia,

inflados, o que auxilia na flutuacdo da planta. Essa estrutura também é denominada pulvino.
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Os frutos sdo do tipo cédpsula tricoca com inimeras sementes. Um Gnico aguapé produz por

volta de cinco mil sementes (Gopal e Sharma, 1981).

Figura 2. Cultivo da espécie E. crassipes no Instituto de Quimica de Araraquara.

A inflorescéncia possui forma de espiga com 8 a 15 flores com 6 pétalas onde
predomina a cor lilas com centro azul e amarelo. As raizes azuis escuras a negras Sao
submersas, dispostas imediatamente abaixo ao ponto principal de insercdo das folhas
flutuantes. O eixo floral se inverte na frutificacdo, liberando a semente na 4gua, que a carrega.
A semente pode ainda afundar, e tem capacidade para sobreviver submersa por 15 anos,

germinando ap06s a seca do local (Kissmann e Groth, 1992).

E. crassipes pode reproduzir-se de duas maneiras, a primeira e mais comum, ocorre
vegetativamente por meio da emissdo de novos estaldes e com a formacdo de rebentos em

suas extremidades, ou entdo, sexualmente por meio de sementes (Penfound e Earle, 1948).

Essa espécie é nativa da América do Sul tropical e foi introduzida na maior parte das
regides quentes e tropicais dos continentes no final do século XIX com fins ornamentais,
causando sérios problemas ambientais nessas regides. E considerada a planta invasora que

mais causa problemas em ecossistemas dulcicolas em todo o mundo (Barreto, 2009), uma vez
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que dobra sua area a cada 6-7 dias, quando em condic¢des 6timas de crescimento, chegando a

produzir 480 toneladas de massa verde/ha/ano (Moura et al., 2009).

No entanto, ela serve como um filtro natural, apresentando a capacidade de incorporar
em seus tecidos uma grande quantidade de nutrientes e metais pesados, além de servir como
abrigo natural a micro-organismos, moluscos, insetos, peixes, anfibios, répteis e até aves

(Malik, 2007).

A proliferacdo extremamente rapida de E. crassipes geralmente ocasiona reducao da
porcentagem de oxigénio dissolvido, altera a quimica da agua, afeta a fauna e a flora e
aumenta a perda de agua por evaporacao, sendo atualmente considerada um grande problema

para a biodiversidade (Sotolu, 2010).

A eutrofizacdo de corpos hidricos no Brasil é geralmente causada pelo langcamento de
dejetos dos grandes centros urbanos ou pelo carreamento de fertilizantes utilizados na
agricultura. Esse processo fornece condi¢fes nutricionais favoraveis para que ocorra
desenvolvimento desordenado das espécies de plantas aquaticas presentes no ambiente.

Muitos séo os danos gerados nessas situacdes extremas (Cardoso et al., 2002).

Do ponto de vista ambiental, algumas espécies de crescimento rpido podem suprimir
outras menos agressivas, desejaveis para manutencdo da diversidade, ou modificar
negativamente algumas caracteristicas fisicas da agua. Dentre os relevantes impactos sociais
pode-se citar o acimulo de lixo, que serve de habitat para insetos vetores de doencas
humanas, além de imprimir prejuizos as atividades de navegacao, pesca e geracdo de energia

elétrica (Cardoso et al., 2002).

Das plantas emergentes flutuantes livres, o aguapé (E. crassipes) € considerado uma
das espécies mais importantes como planta daninha, devido a sua capacidade de reproducéo e

crescimento. Verdadeiras ilhas de plantas de aguapé chegam até as grades de captacdo de
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agua de usinas hidrelétricas, rompendo-as e interrompendo o funcionamento das turbinas. Os
possiveis danos a essa atividade e aquelas ligadas ao bem-estar social, traduzem a necessidade
de estudos que esclarecam questdes relacionadas ao manejo das plantas daninhas aquaticas

(Cardoso et al., 2002).

O levantamento bibliografico sobre as substancias isoladas de E. crassipes revela a
presenca de esteroides (Goswami et al., 1983; Greca et al., 1991b), poliaminas (Hamana et al.,
1994) e compostos aromaticos derivados do fenaleno e naftaleno (Dellagreca et al., 2008;
Greca et al., 1991a, 1992, 1993; Hdlscher e Schneider, 2005) nas raizes e partes aéreas, e de

antocianinas aciladas nas flores (Toki et al., 1994, 2004).

O estudo fitoquimico preliminar de E. crassipes realizado em nosso laboratério
proporcionou, até o momento, o isolamento e/ou a identificacdo estrutural de esteroides
(stigmasterol, sitosterol, campesterol), além do &cido protocatecuico, acido cafeico, etil-p-

xilopiranosideo, do nucleosideo uridina e sais de oxalato, nitrato, sédio e potassio.

Esse estudo evidenciou também a presenca de acido chiquimico na fracdo organica
obtida da particdo do extrato etandlico entre agua e acetato de etila. Célculos preliminares
indicaram que a quantidade de acido chiquimico corresponde a aproximadamente 0,2% em
massa da planta inteira seca, e aproximadamente 3,6% em massa do extrato etanolico. Até o
momento ndo ha relatos na literatura sobre o isolamento ou identificacdo de acido chiquimico

em E. crassipes.

O rendimento preliminar obtido de acido chiquimico em aguapé (~0,2%) pode ser
considerado apreciavel se comparado com o obtido das vagens de anis estrelado (3,3%),
considerando que foi utilizada a planta inteira no caso de E. crassipes e apenas um 6rgdo

vegetal ou parte da planta no caso de I. verum. Além disso, a metodologia empregada em
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nossos estudos anteriores ndo foi especifica para a extracdo de acido chiquimico, o que sugere

que o rendimento obtido podera ser melhorado.

A possibilidade de utilizacdo de E. crassipes como fonte de acido chiquimico é bem
vista, considerando o seu rapido e facil desenvolvimento, sua alta producdo de biomassa, além

de ser uma alternativa de manejo e destinacdo do aguape.

2. OBJETIVOS
Este trabalho tem como objetivo principal estudar a espécie Eichhornia crassipes

como fonte de acido chiquimico.
Para a concretizacdo desse objetivo, esse projeto tem como objetivos especificos:

e Testar as metodologias descritas na literatura para o isolamento e identificacdo de acido

chiquimico a partir de E. crassipes;

e Determinar em quais 6rgdos do vegetal € acumulado o acido chiquimico produzido pela

planta.

3. 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 Chapa de aquecimento e agitador magnético Tecnal Te-085;
e Bomba de vacuo Buchi B-169;

e Centrifuga Fanen Baby | (Mod. 206);
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Polarimetro Perkin Elmer 341-LC,;

Espectrometro de RMN Varian INOVA-500 (11,7 T), operando a 500 MHz e 126 MHz,
para 0 nucleo de hidrogénio e de carbono, respectivamente. Solventes deuterados: éxido
de deutério (D20) e dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg) 99,9%, Cambridge Isotope
Laboratories;

Espectrometro Perkin-Elmer 1600 FT-IR, utilizando pastilhas de KBr;

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Jasco (controlador LC-Net 11/ADC, bomba PU-
2086 Plus, detector MD-2018 Plus), equipado com coluna Varian Chrompack OSD
column (250 x 4.6 mm, 5 um);

Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC): Fase estacionéria: silica gel
60 G; fase movel: n-BuOH:HOACc:H.O 4:1:5 (BAW). As revelacdes foram efetuadas
com solucdo de anisaldeido e radiages UV em 254 e 365 nm;

Filtro PVDF 0,45 pum Hexis;

Solventes: Metanol (CH3OH) 99,9% J.T. Baker Analyzed HPLC reagent; acido acético
glacial 99,9% J.T. Baker Analyzed HPLC reagent; acetonitrila 99,9% Tedia HPLC
reagent; acido fosférico 85,3% Sigma ACS reagent e agua deionizada em Sistema

Purificador de Agua Millipore Synergy UV.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Coleta do material vegetal

As plantas foram coletadas no Clube Nautico de Araraquara (Rodovia Antonio

Machado de Sant’anna Km 63, Américo Brasiliense, SP, Brasil), em novembro de 2010, no

periodo da manhg, e identificadas como Eichhornia crassipes (Mart.) Solms pela Dra. Maria



22

do Carmo E. Amaral. Uma exsicata (UEC 164949) foi depositada no herbario da

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Campinas, SP, Brasil.

4.2. lIsolamento e purificacdo do acido chiquimico

O isolamento, purificacdo e identificacdo do acido chiquimico (AC) a partir de E.
crassipes foram realizados previamente pelo nosso grupo de pesquisa. Plantas inteiras (1756,2
g) foram secas, trituradas e seus constituintes extraidos a temperatura ambiente com etanol. A
seguir, a solucdo foi concentrada sob pressdo reduzida, obtendo-se 95,9 g de extrato. Uma
porcdo desse extrato (85,8 g) foi resuspendida em MeOH-H20 (4:1) e fracionada com hexano,
DCM e AcOEt, sucessivamente. A porcdo soluvel em AcOEt (2,23 g) foi submetida a
Cromatografia em Coluna de Sephadex LH-20 e eluida com MeOH para a obtencdo do acido
chiguimico (AC, 564,2 mg).

Posteriormente, o AC foi purificado por recristalizacio em MeOH e AcOEt. Foi
realizada a lavagem do AC com esses solventes, sob aquecimento, seguido de lento
resfriamento a temperatura ambiente. A fragdo insolGvel foi analisada por RMN de *H e de

13C, UV e IV, afim de ser utilizado com padrdo no presente estudo.

4.3. Preparacdo dos extratos

O material vegetal foi seco primeiramente a temperatura ambiente e, ap6s separagdo

das raizes e partes aéreas, em estufa com temperatura de 50 °C durante uma semana.

Posteriormente, as partes vegetais foram separadamente moidas em moinho de facas e
extraidas com metanol ou &gua por diferentes metodologias: (1) maceracdo a temperatura
ambiente com auxilio de ultrassom, (2) maceragdo com aquecimento (45-50 °C) e ultrassom,

(3) extracdo por aparelho Soxhlet, (4) maceracdo a temperatura ambiente com auxilio de
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agitacdo magnética e (5) maceracdo com aquecimento (45-50 °C) e agitacdo magnética.
Foram atribuidos cddigos aos extratos, a fim de facilitar a identificacdo, conforme descrito na

Tabela 1.

Tabela 1. Cddigos dos extratos obtidos de E. crassipes.

Cddigo Descricédo do extrato

01R e 01PA Extratos obtidos por macera¢do aquosa a temperatura ambiente e com

auxilio de ultrassom das raizes e partes aéreas, respectivamente

02R e 02PA Extratos obtidos por maceracdo metandlica a temperatura ambiente e

com auxilio de ultrassom das raizes e partes aéreas, respectivamente

03R e 03PA Extratos obtidos por maceragdo metandlica a 45-50 °C e com auxilio de

ultrassom das raizes e partes aéreas, respectivamente

04R e 04PA Extratos aquosos obtidos com aparelho de Soxhlet das raizes e partes

aéreas, respectivamente

05R e 05PA Extratos aquosos obtidos com aparelho de Soxhlet das raizes e partes

aéreas, respectivamente

06R e 06PA Extratos metandlicos obtidos com aparelho de Soxhlet das raizes e

partes aéreas, respectivamente

07R e O7PA Extratos obtidos por maceracdo aquosa a 45-50 °C e com auxilio de

agitacdo magnética das raizes e partes aéreas, respectivamente

08R e 08PA Extratos obtidos por maceracdo metandlica a 45-50 °C e com auxilio de

agitacdo magnética das raizes e partes aéreas, respectivamente

09R e 09PA Extratos obtidos por maceracdo aquosa a temperatura ambiente e com

auxilio de agitacdo magnética das raizes e partes aéreas, respectivamente

10R e 10PA Extratos obtidos por maceragdo metanolica a temperatura ambiente e
com auxilio de agitagdo magnética das raizes e partes aéreas,

respectivamente
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Com excecdo do experimento utilizando o aparelho Soxhlet, o seguinte procedimento
foi adotado: aproximadamente 1,0 g do material vegetal foi submetido a duas extracfes de 20
minutos cada, com 25 mL de solvente, seguido de filtracdo a vacuo e unido das solucdes.
Separou-se uma aliquota de 5 mL para os estudos de quantificacdo e o restante da solucéo

obtida foi seca em capela e posteriormente analisada por RMN de *H e CCDC.

Na extracdo com aparelho Soxhlet utilizou-se 150 mL de solvente e aproximadamente

2,0 g de material, devido a maior necessidade de solvente neste tipo de sistema.

Os extratos foram preparados em triplicata, a fim de confirmar os resultados obtidos e

minimizar os erros que podem ocorrer durante 0 processo.

4.4. Andlise dos extratos por CCDC

Os extratos foram secos em capela até massa constante. Para verificacdo da presenca
de &cido chiquimico, procedeu-se a analise por CCDC. Para tal, foram preparadas soluc@es de
mesma concentracdo das amostras e do padrdo de AC previamente isolado em nosso

laboratorio.

Como fase mével empregou-se a mistura de solventes conhecida como BAW: alcool
n-butilico, &cido acético e agua (4:1:5). Como fase estacionaria foram utilizadas placas de

Silica gel, com base de aluminio.

Apos a eluicdo, as placas cromatograficas foram reveladas com uma solucdo de
anisaldeido. No preparo de 200 mL dessa solucéo, foram necessarios 1 mL de anisaldeido, 20
mL de acido acetico, 170 mL de metanol e 10 mL de acido sulfurico, os quais foram
adicionados nesta sequéncia e em banho de gelo. Apds borrifar a solucdo de anisaldeido sobre

as placas cromatograficas, estas foram colocadas em estufa até o aparecimento das manchas.
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4.5. Andlise dos extratos por RMN de 'H

Todos os extratos foram submetidos a analise por RMN de H, utilizando agua
deuterada como solvente, devido a solubilidade do &cido chiquimico e porque tanto os

extratos metanolicos quanto os aquosos eram solUveis neste solvente.

4.6. Construcdo da curva analitica

A solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 250 ug/mL de AC e, por diluicdo
desta, foram preparadas solucdes padrdes nas concentracfes de 10, 30, 50, 80, 110, 140, 170,
200 e 230 pg/mL. A TUPAC sugere que se utilizem no minimo seis valores de concentragdes

do padrdo para a construcdo da curva analitica (Thompson et al., 2002).

As condicdes de analise por CLAE foram: fase estacionaria: Varian Chrompack OSD
(250 x 4,6 mm, 5 um); fase movel: sistema isocratico 0,1% H3PO4 em &gua (v/v) e ACN na
proporcéo 4:1 (pH 2,17); vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo: 20 pL; temperatura de

andlise de 35 °C; detec¢do a 213 nm. As injecOes foram feitas em quintuplicata.

Para a construgdo da curva analitica foi utilizado o programa Origin 6.0 Microcal

Software, Inc.

4.7. Analise dos extratos por CLAE

Como descrito anteriormente, de cada extrato foi separada uma aliquota de 5 mL para
o0s estudos de quantificacdo e estas foram secas em capela até massa constante, com excecao
das triplicatas. Em seguida, foi feita a ressuspensdo desse material em 5 mL de MeOH nos

extratos das partes aéreas e em 3 mL de MeOH nos extratos das raizes. Foi utilizado um
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volume menor nos extratos das raizes devido a baixa concentracdo de AC estimada para este
Orgdo vegetal. Todos os extratos aquosos foram deixados por no minimo 4 horas em contato

com o metanol.

A seguir, os extratos foram submetidos a 20 minutos de centrifugacdo, e do
sobrenadante foi retirado 1 mL, sendo este acondicionado em vial apés filtracdo em filtro de

0,45 pm.

As solucgbes das aliquotas referentes as triplicatas ndo foram secas em capela. Ao inveés
disso, foram diretamente acondicionadas nos vials, apos filtracdo. Esta alteracdo no
procedimento foi feita para verificar se seria possivel agilizar o processo de analise dos

extratos, sem interferir nos resultados encontrados.

As condicdes de analise dos extratos por CLAE foram: vazao de 1,0 mL/min; volume
de injecdo: 20 pL; temperatura de analise de 35 °C; detec¢do a 213 nm; fase estacionaria:
Varian Chrompack OSD (250 x 4,6 mm, 5 um); fase mdvel: sistema gradiente ACN (Solvente
A) e 0,1% HsPO4 em agua (v/v, Solvente B) (Tabela 2). As injecdes de cada um dos extratos

foram feitas em triplicata.

Tabela 2. Gradiente utilizado em CLAE para andlise dos extratos. Solvente A: ACN. Solvente

B: 0,1% H3PO4 em &agua.

Tempo (min) %A %B
4 20 80
6 100 0
11 100 0
13 20 80

20 20 80
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4.8. Analise estatistica dos dados

Os resultados foram analisados pelo teste Analise de Variancia (ANOVA), por meio

do programa Microsoft Office Excel 2007.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Identificacdo e avaliacdo da pureza de AC

A pureza do padrdo de AC foi determinada por RMN de *H e por CLAE. O espectro
de RMN de H de AC (Figura 3) apresenta um singleto largo em & 6,68, referente ao
hidrogénio olefinico H-2, que, por ser um hidrogénio p de um acido carboxilico a,f-
insaturado, esta desblindado por ressonancia. Os hidrogénios hidroximetinicos H-3, H-4 e H-5
apresentam deslocamentos quimicos em & 4,32, 3,64 e 3,90, respectivamente. Os hidrogénios
da posicdo 6, por ndo serem magneticamente equivalentes, se apresentam como duplos
dupletos em & 2,61 e 2,09 (Tabela 3). Os dados obtidos no espectro de RMN de *H foram
comparados com o0s da literatura para a confirmacao inequivoca da substancia (Bochkov et al.,

2012).

Tabela 3. Dados de RMN de *H de AC (D20, J = Hz).

Posic&0 AC (500 MHz) Acido chiquimico (300 MHz,
Bochkov et al., 2012)

2 6,68 sl 6,70 m
3 4,325l 4,30 m
4 3,64m 3,67dd (8,4 € 4,5)
5 3,90 dI (6,5) 3,93m
6a 2,61 dd (18,1 e 4,5) 2,64 dd (18,0, 4,8)

6b 2,00 dd (18,1 e 6,5) 2,12 dd (18,0, 6,3)
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Os dados obtidos de RMN de 3C, pf, [a]Z® e IV do padrdo de AC também estéo de

acordo com os descritos na literatura:

pf: 193.1-194.3 °C (lit. 190-191 °C) (Bochkov et al., 2012);

e [u]F :-100 (c 0,42, CH3OH) (lit. —140, ¢ 1,00, CH3OH) (Capasso et al., 1998);

e RMN de 3C (DMSO-ds, 126 MHz) (Figura 4): & 30,1 (C-6), 65,6 (C-3), 66,9 (C-4), 70,5
(C-5), 128,6 (C-1), 138,8 (C-2), 168,2 (COOH) (Bochkov et al.,2012);
e IV (KBr) (Figura 5): Amax 3483, 3385, 3222, 1683, 1647, 1456, 1386, 1294, 1277, 1249,

1131 e 1071 cm™.
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5.2. Preparacao dos extratos

Neste trabalho foram realizadas diferentes técnicas de extracdo, tanto para as raizes
como para as partes aéreas, de acordo com as descritas na literatura. Como 0s processos de
extracdo dependem de fenémenos de difusdo, a agitacdo visou diminuir o tempo necessario
nesta etapa, pois a constante renovacdo do solvente em contato com o material vegetal tende a
aumentar a velocidade de difusdo. O aumento da temperatura, de forma controlada, também é
recomendado, pois se aumenta a solubilidade das substancias de interesse, facilitando a

extracao (Simdes et al., 2003).

Considerando que em estudos preliminares, realizados em nosso laboratério,
obtivemos um rendimento de AC em aguapé de 0,18%, e que a solubilidade do acido
chiguimico em agua é de 204 g/1000 g de agua (Ohira et al., 2009), conclui-se que a cada 1 g
de planta seriam necessarios 8,8 mL de agua para a solubilizacdo da substancia em questéo,

como demonstrado nos calculos a seguir:

1 g de planta ----- 100% 204 mg AC ---- 1000 mL H2O
X =emsmmmmemeeeeeeeae 0,18% 1,8 mg AC ----- \Y
x=1,8 mg de AC V=8,8 mL

Assim a utilizacdo da proporc¢do de 1:20 (massa:volume), ou seja, 1 g de planta/20 mL
do solvente extrator, visaria garantir a extracdo do AC. Contudo, devido a propriedade da
amostra de absorver agua, foram necessarios 50 mL de solvente (25 mL+ 25 mL) para

promover o contato homogéneo com a massa da planta.

As massas obtidas nas triplicatas em cada tipo de extracdo das raizes e das partes

aéreas, respectivamente, encontram-se descritas nas Tabelas 4 e 5.



Tabela 4. Extratos metanolicos e aquosos das raizes de E. crassipes.

33

Cddigo Tipo de extracao Solvente extrator Massa material Massa da aliquota de 5 Massa do extrato
(Volume) vegetal (Q) mL (mg) (mg)
01R Ultrassom, temperatura Agua deionizada 1,0000 14,0 68,0
ambiente 2 x 25 mL) 1,0018 4,0 67,2
1,0001 - 74,1
02R Ultrassom, temperatura Metanol 1,0043 8,5 29,4
ambiente (2 x 25 mL) 1,0022 5,4 31,3
1,0005 - 35,2
03R Ultrassom, aquecimento Metanol 0,9997 5,3 28,3
(2 x 25 mL) 1,0003 4,2 32,6
1,0006 - 41,9
04R Ultrassom, aquecimento Agua deionizada 1,0023 7,6 53,2
(2x25mL) 0,9996 4,0 61,2
1,0002 - 59,3
05R Soxhlet Agua deionizada 2,0062 8,1 185,0
(150 mL) 2,0011 9,3 185,9
2,0002 - 132,5
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Cddigo Tipo de extracao Solvente extrator Massa material Massa da aliquota de 5 Massa do extrato
(Volume) vegetal (Q) mL (mg) (mg)
06R Soxhlet Metanol 2,0094 8,3 40,3
(150 mL) 2,0035 6,7 103,1
2,0004 - 92,8
07R Agitacdo magnética, Agua deionizada 1,0007 0,8 63,7
aguecimento (2 x 25 mL) 1,0010 5,0 54,5
1,0000 - 454
08R Agitacdo magnética, Metanol 1,0071 11,1 32,7
aguecimento (2 x 25 mL) 1,0007 5,8 32,4
1,0002 - 32,1
09R Agitacdo magnética, Agua deionizada 1,0027 5,8 46,4
temperatura ambiente 2 x 25 mL) 1,0006 12,4 51,2
1,0004 - 66,5
10R Agitacdo magnética, Metanol 1,0066 3,6 27,6
temperatura ambiente 2 x 25 mL) 1,0023 5.3 32,6

1,0005 i 40,4




Tabela 5. Extratos metanolicos e aquosos das partes aéreas de E. crassipes.
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Cadigo Tipo de extracao Solvente extrator Massa material Massa da aliquota de 5 Massa do extrato

(Volume) vegetal (Q) mL (mg) (mg)

01PA Ultrassom, temperatura Agua deionizada 1,0008 13,6 92,1
ambiente 2 x 25 mL) 1,0010 152 136,1
1,0003 - 116,8
02PA Ultrassom, temperatura Metanol 1,0000 20,4 174,0
ambiente 2 x 25 mL) 1,0011 133 87,53

1,0007 - 70,4
03PA Ultrassom, aquecimento Metanol 1,0005 15,7 272,7
(2x25mL) 1,0010 15,4 97,4

1,0006 - 79,3

04PA Ultrassom, aquecimento Agua deionizada 1,0001 15,1 54
(2 x 25 mL) 1,0001 18,5 1135

1,0000 - 85,4
05PA Soxhlet Agua deionizada 2,0022 15,4 2849
(150 mL) 2,0079 18,7 207,3
2,0001 - 124.4
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Cadigo Tipo de extracao Solvente extrator Massa material Massa da aliquota de 5 Massa do extrato
(Volume) vegetal (Q) mL (mg) (mg)
06PA Soxhlet Metanol 2,0005 22,2 266,4
(150 mL) 2,0005 12,3 254,1
2,0003 - 260,4
07PA Agitacdo magnética, Agua deionizada 1,0003 15,6 111,9
aguecimento (2 x 25 mL) 1,0001 14,2 119,3
1,0005 - 100,8
08PA Agitacdo magnética, Metanol 1,0046 18,4 83,9
aguecimento (2 x 25 mL) 1,0004 20,5 98,1
1,0024 - 52,2
09PA Agitacdo magnética, Agua deionizada 1,0030 14,5 85,8
temperatura ambiente 2 x 25 mL) 1,0010 22.7 113.2
1,0003 - 125,1
10PA Agitacdo magnética, Metanol 1,0002 17,1 90,7
temperatura ambiente 2 x 25 mL) 1,0004 145 74.9

1,0005 - 69,1
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5.3. Anadlise dos extratos por CCDC e RMN DE 'H

Os extratos obtidos foram analisados por CCDC (Figuras 6 e 7). A escolha da mistura
de solventes BAW como fase modvel justifica-se pela boa resolucdo da mancha

correspondente ao acido chiquimico nessas condigdes.

O padrdo de &cido chiquimico apresentou valor de R¢ igual a 0,59. Analisando as
cromatoplacas obtidas, € visivel que apenas os extratos 02PA, 03PA, 06PA, 08PA e 10PA
apresentam manchas com valores de Rr semelhantes ao da amostra padrao, isto &, somente nos

extratos metanolicos das partes aéreas foi detectada a presenca de acido chiquimico.

Por CCDC néo foi possivel verificar a presenca de AC nas raizes, levantando as
seguintes hipoteses: que este 6rgdo ndo armazena tal substancia, ou a possui em baixissima

concentracdo, a ponto desta nao ser detectada pela CCDC.

RAIZES

= W

Y 4 \ Y } ) X }
T @ Ak 5 PG O oaR W P
Figura 6. CCDC dos extratos das raizes de E. crassipes. Da esquerda para a direita: padrdo de

AC, extratos 01R a 05R, padrdo de AC, extratos 06R a 10R, e padréo de AC.
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Figura 7. CCDC dos extratos das partes areas de E. crassipes. Da esquerda para a direita:

padréo de AC, extratos 01PA a 05PA, padrdo de AC, extratos 06PA a 10PA, e padréo de AC.

Para esclarecer tal questdo, os extratos foram submetidos a analise por RMN de *H.
Esta técnica é importante em estudos fitoquimicos, visto que oferece informagdes cruciais
para a elucidacdo estrutural de substancias. Neste caso, ela foi empregada para verificar a
presenca de AC nos extratos, pois este apresenta sinais caracteristicos em seus espectros de
RMN de *H, possibilitando a sua identificacdo mesmo em uma mistura de substancias. Os
espectros obtidos dos extratos foram comparados ao espectro do padrdo de &cido chiquimico

(Figura 3).

Por meio da anélise dos espectros de RMN de 'H dos extratos (Anexos 1-20) é
possivel verificar a presenca de AC apenas nos extratos metandlicos, independente da
metodologia aplicada. Além disso, foi possivel observar que a substancia de interesse esta em

uma concentracdo muito mais elevada nas partes aéreas do que nas raizes.
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5.4. Analise dos extratos por CLAE-DAD

Para avaliar qual metodologia foi mais efetiva na extracdo do &cido chiquimico de E.

crassipes, optou-se pela quantificacdo dessa substancia nos extratos por CLAE.

A IUPAC aconselha gue, para a construcdo de uma curva analitica, 0s pontos da curva
devam ser uniformemente espacados sobre a faixa de concentracdo de interesse, sendo que

esta faixa compreenda 0-150% ou 50-150% do valor esperado (Thompson et al., 2002).

Deste modo, com base em estudos preliminares, determinou-se que 1 g de planta
inteira seca produz aproximadamente 1,8 mg de AC, que seria solubilizado em 8,8 mL de
agua. Ao usarmos a relacdo de propor¢do 1:20 (m/v), teremos uma concentracdo de AC de
aproximadamente 1,8 mg/20 mL de &gua, que corresponde a 90 pg/mL. Assim, foram
preparadas solucdes padrdes nas concentracdes de 10, 30, 80, 110, 140, 170, 200 e 230
pg/mL, de modo a cobrir a faixa de 50-150% da concentracdo esperada, conforme

recomendacéo da IUPAC (Thompson et al., 2002).

Foram testadas diversas condi¢fes cromatograficas para a analise de AC por CLAE,
por exemplo, fase estacionaria Microsorb 100 - 5 Phenyl (250 x 4,6 mm, 5 um) e fase mével
gradiente de MeOH e solucdo tampdo KH2PO4/H3PO4, pH = 3, como também gradiente de
MeOH e solugdo 0,5% de &cido acético. Porém, nessas condi¢Ges 0 cromatograma apresentou
baixa resolucdo, o que interferiria na integracdo da area sob a banda cromatogréfica referente

ao AC e, consequentemente, na confiabilidade na construcdo da curva analitica.

Para a construcdo da curva analitica e analise dos extratos por CLAE foram utilizadas
as seguintes condicdes cromatograficas: fase estacionaria Varian Chrompack OSD (250 x 4,6
mm, 5 um), e fase movel gradiente de ACN/H20 com 0,1% de H3PO4 (pH 2,17). Essa mistura
de solventes é adequada para analise porque a acetonitrila possui maximo de absorbancia em

190 nm, ndo interferindo na absor¢do do AC em 213 nm (comprimento de onda utilizado na
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analise), e o baixo pH favorece que o analito (pKa ~4,75) permaneca na sua forma nao

ionizada.

A andlise cromatografica foi de 10 minutos, e nessas condicGes, a banda

cromatografica referente ao AC teve tempo de retencédo igual a 2,5 minutos (Figura 8).

600000 —

400000 -

Intensity [pV]

200000 -

— 77— T— T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Retention Time [min]

Figura 8. Banda cromatografica referente ao acido chiquimico (170 pg/mL, Rt = 2,5 min).

Os dados obtidos nas analises das diferentes concentracdes foram plotados, obtendo-se
a curva analitica apresentada na Figura 9. A equacdo da curva obtida foi y = 33940,47+
42252,12 C, onde y corresponde a area da banda cromatografica e C a concentracdo de AC
(ug/mL), apresentando indice de correlagdo linear (r?) 0,99844. O limite de detecgdo (LD
2,65 pg/mL) e o limite de quantificacdo (LQ 8,03 pug/mL) foram estimados a partir da curva

analitica (Aragdo et al., 2009).
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Figura 9. Curva analitica para analise de acido chiquimico por CLAE.

Ap0s a construcdo da curva analitica, procedeu-se a analise por CLAE dos extratos das
raizes e das partes aéreas de E. crassipes. Os cromatogramas obtidos estdo apresentados nos

Anexos 21-40.

ApOs a integracdo da area sob as bandas cromatogréficas referentes ao AC, e
utilizando a equag&o da reta da curva analitica, foi possivel estabelecer a concentragdo dessa
substancia nas diferentes solugfes extratoras e a propor¢cdo em massa de AC por massa de
raiz/parte aérea. Para se obter essa relacdo, foi considerada a quantidade de AC presente no
volume total utilizado para extragdo (150 mL para os extratos obtidos por Soxhlet e 50 mL

para os demais) e a massa de planta pesada.
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Exemplo de célculo: Para o extrato metandlico das partes aéreas obtido por aparelho
Soxhlet (06 PA), a média das concentracdes de AC do primeiro extrato e da duplicata (Tabela
7) foi de 301,90 pg/mL. Considerando que foram utilizados 150 mL de solvente na extracéo
(Tabela 4), a massa de AC extraida corresponde a 45285,01 pg. Considerando ainda a massa
de partes aéreas utilizada, 2,0005 g (Tabela 4), pode-se calcular a proporcdo de AC no

material vegetal da seguinte maneira:

2,0005 g de parte area-------------------- 100%
0,04528501 g de AC -------=-=====-m-mmmm- x%
X=2,26%

Os dados da area sob a banda cromatografica correspondente ao AC, as concentragcfes

e as proporc¢oes de AC no material vegetal estdo descritos nas Tabelas 6 e 7.

As triplicatas dos extratos ndo foram consideradas para os calculos das concentracdes
devido a alteracdo no procedimento experimental realizado. De um modo geral, e
principalmente nas raizes, ndo secar o material antes da analise por CLAE interferiu

consideravelmente nos valores encontrados, aumentando-os (Tabelas 6 e 7).

Tal fato pode ter ocorrido porque, conforme descrito na literatura, é possivel que
substancias adicionais possam ser extraidas e que interfiram na absorcdo do &cido chiquimico.
Por exemplo, os solventes organicos podem extrair também terpendides (detectados a 203
nm), dificultando a etapa de purificagdo e quantificacdo do acido chiquimico (Li et al., 2007a

e 2007b).

Deste modo, provavelmente durante a secagem, esses interferentes cristalizam-se e
ficam retidos no recipiente apés a ressuspensdo. Enquanto que o AC, por ser uma molécula
pequena e polar, e que apresenta uma boa solubilidade em agua e metanol, é ressolubilizado e

consequentemente detectado por UV. Assim, supde-se que quando a secagem nao e feita,
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esses interferentes continuam solUveis e assim suas absor¢cdes podem se sobrepor a banda
cromatografica referente ao AC, aumentando falsamente o valor da concentracdo deste. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar a influéncia da secagem dos extratos na determinacédo de

AC de E. crassipes.

Analisando os dados obtidos, € possivel verificar que a quantidade de AC presente nas
partes aéreas (0,06-2,26%) é cerca de trés vezes maior do que a existente nas raizes (0,04-

0,71%).

Para identificar se os resultados obtidos apresentam diferencas estatisticamente
significativas, foi realizado o teste ANOVA considerando apenas as concentracfes de AC

obtidas na primeira extracdo e da duplicata.

Geralmente a analise estatistica nos fornece o valor p, que representa um indice da
confiabilidade de um resultado, isto €, a probabilidade de erro em aceitar o resultado
observado como valido. Deste modo, ao se comparar dois resultados para verificar se eles sdo
diferentes, um valor p de 0,10 é equivalente a dizer que ha 90% de chance deles serem
realmente diferentes; um valor p de 0,05 é equivalente a dizer que a probabilidade deles serem
diferentes é de 95%. E comum, quando se analisa dados quimicos, considerar que o0s

resultados encontrados sdo estatisticamente diferentes quando p < 0,05, (BURKE, 2011).

A anélise dos resultados obtidos visou verificar o efeito da temperatura, do tipo de
agitacdo e do solvente na extracdo de AC de E. crassipes. Os valores p obtidos estdo

apresentados nas Tabelas 8-10.



Tabela 6. Resultados das anélises por CLAE-DAD dos extratos metanolicos e aquosos das raizes de E. crassipes.

Cadigo Tipo de extragao Solvente Area Concentracgéao de Massa de AC por

AC (ng/mL) massa de raizes (%)
01R Ultrassom, temperatura Agua 624220 14,0 0,07
ambiente 895258,3 20,4 0,10
5596896 131,7 0,66
02R Ultrassom, temperatura Metanol 3000706 70,2 0,35
ambiente 3071925 71,9 0,36
4318048 101,39 0,50
03R Ultrassom, aquecimento Metanol 3068937 71,9 0,36
3525326 82,6 0,41
4102598 100,5 0,48
04R Ultrassom, aquecimento Agua 244486,7 51 0,03
561614,7 12,5 0,06
5159762,0 121,3 0,61
05R Soxhlet Agua 640676,0 14,4 0,11
1960806,0 45,6 0,34
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Cadigo Tipo de extracao Solvente Area Concentracgéao de Massa de AC por
AC (ug/mL) massa de raizes (%)

1236409,0 28,5 0,21
06R Soxhlet Metanol 2932935,0 68,6 0,51
5096973,0 119,8 0,90
2824965,0 66,1 0,49
07R Agitacdo magnética, Agua 760267,3 17,2 0,09
aquecimento 575178,3 12,8 0,06
5750990,0 135,31 0,68
08R Agitacdo magnética, Metanol 3671162,0 86,1 0,43
aquecimento 3316969,0 77,7 0,39
4461267,3 104,8 0,52
09R Agitacio magnética, Agua 878464,0 20,0 0,10
temperatura ambiente 4833443 10,6 0,05
6419230,0 1511 0,76
10R Agitacdo magneética, Metanol 2993583,0 70,1 0,35
temperatura ambiente 3042009,0 71.2 0,36
4801878,0 112,8 0,56




Tabela 7. Resultados das analises por CLAE-DAD dos extratos metanolicos e aquosos das partes aéreas de E. crassipes.

Cadigo Tipo de extragao Solvente Area Concentracgéao de Massa de AC por massa
AC (ug/mL) de partes aéreas (%)

01PA  Ultrassom, temperatura Agua 595084,0 13,3 0,07
ambiente 1316752,0 30,4 0,15
10587728,3 249,8 1,25
02PA  Ultrassom, temperatura Metanol 12273205,0 289,7 1,45
ambiente 7907984,3 186,4 0,94
2862464,0 66,94 0,67
03PA Ultrassom, Metanol 9425605,0 222,3 1,12
aquecimento 11039978,0 260,5 1,30
3382106,0 79,24 0,79
04PA Ultrassom, Agua 631265,7 14,14 0,07
aquecimento 999169,0 22,80 0,11
11057867,7 260,91 1,30




Cadigo Tipo de extragao Solvente Area Concentracgéao de Massa de AC por massa
AC (ug/mL) de partes aéreas (%)

05PA Soxhlet Agua 891492,7 20,30 0,15
10484036,0 247,33 1,85
4185764,3 98,26 0,74
06PA Soxhlet Metanol 15230598,0 359,70 2,70
10349114,0 244,10 1,83
2337781,0 54,53 0,82
07PA Agitacio magnética, Agua 628018,0 14,1 0,07
aquecimento 716077,0 16,2 0,08
116589147 275,13 1,38
08PA Agitacdo magnética, Metanol 11069079,7 261,20 1,30
aquecimento 4844207,0 1138 0,57
3498920,0 82,01 0,82
09PA Agitacdo magnética, Agua 304727,3 6,5 0,03
temperatura ambiente 695724.7 15,7 0,08
10879311,0 256,68 1,29
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Cadigo Tipo de extragao Solvente Area Concentracgéao de Massa de AC por massa
AC (ug/mL) de partes aéreas (%)
Agitacdo magneética, Metanol 7405780,7 174,5 0,87
10pA  (emperatura ambiente 7679134,3 180,9 0,90
3519372,3 82,50 0,82
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Tabela 8. Analise estatistica para avaliar o efeito do solvente na extracdo de AC.

Extratos comparados Valor p
01Re02R 2,2287 x 10”7
O03Re04R 6,1529 x 10
05Re06R 2,8236 x 10713
07Re08R 1,4501 x 1010
09Rel0R 4,7445 x 107

01 PA e 02 PA 1,2280 x 1010
03 PA e 04 PA 6,9398 x 10°®
05 PA e 06 PA 2,3980 x 10°°
07 PA e 08 PA 2,4103 x 10°¢
09 PA e 10 PA 4,7445 x 107

Tabela 9. Analise estatistica para avaliar o efeito da temperatura na extracdo de AC.

Extratos comparados Valor p
01Re0O4R 3,9342 x 1013
02ReO3R 4,0706 x 108
07Re09R 1,0372 x 101
0O8Rel0R 2,9625 x 1014

01 PA e 04 PA 2,5845 x 101
02 PAe 03 PA 1,4505 x 108
07 PAe 09 PA 1,8833 x 1011
08 PA e 10 PA 2,9625 x 1014
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Tabela 10. Andlise estatistica para avaliar o efeito do tipo de agitacao na extracéo de AC.

Extratos comparados Valor p
0lReO9R 4,3282 x 108
02Rel0R 2,0013 x 10
03Re08R 1,4883 x 10
04Re07R 1,5550 x 10°®

01 PA e 09PA 1,8203 x 1010
02 PAe 10 PA 3,5314 x 1010
03 PA e 08 PA 1,1347 x 10
04 PA e 07 PA 2,3798 x 101

Em relacdo ao solvente, tanto na extracdo de AC das partes aéreas como das raizes, o
metanol foi muito mais eficiente do que a dgua. Independente do método, a concentracdo de
AC encontrada nas solucdes extrativas metandlicas € sempre maior que nas aquosas, €
comparando-se todos os métodos que houve apenas a mudanca do solvente, o valor p sempre

é menor que 0,05 (Tabela 8).

O efeito da temperatura mostrou-se dependente do 6rgdo vegetal e do solvente
utilizados. No caso das partes areas, 0 aumento de temperatura favoreceu a extracdo quando
se usa agua ou metanol como solvente. Isto é visivel ao se comparar os métodos em que
apenas a temperatura foi alterada, como, por exemplo, os extratos 04PA (0,09% de AC) e
01PA (0,07 % de AC) e também os extratos 08PA (0,93% de AC) e 10PA (0,89% de AC). A
concentracdo de AC encontrada nas solucdes extrativas em que houve aquecimento é maior
do que naquelas que foram realizadas a temperatura ambiente, e o valor p é sempre menor que

0,05 (Tabela 9), confirmando os resultados encontrados.



51

Por outro lado, na extracdo do AC das raizes usando agua como solvente, 0 aumento
da temperatura ndo favoreceu a extracdo. Comparando os resultados encontrados, por
exemplo, para os extratos 01R (0,09% de AC) e 04R (0,04% de AC), pode-se perceber que o

aquecimento nao foi um fator relevante na extracao.

Porém, utilizando metanol como solvente, 0 aumento da temperatura favoreceu o
processo extrativo. Entre os extratos metandlicos das raizes, em que apenas a temperatura foi
modificada, foram encontradas concentracdes maiores de AC naquelas que foram submetidas
a aguecimento, e pela analise estatistica, os valores p sdo sempre menores que 0,05 (Tabela
9). Por exemplo: 03R (0,39% de AC) e 02R (0,35% de AC), e 08R (0,41% de AC) e 10R

(0,35% de AC).

Em relacdo aos métodos de extracdo, tanto para as partes aéreas como para as raizes, a
utilizacdo do aparelho Soxhlet demonstrou ser o método mais efetivo, seguido da extracdo
com auxilio de ultrassom e de agitacdo magnética. A extracdo com ultrassom apresentou, em
relacdo a agitacdo magnética, um pequeno aumento na quantidade de AC extraida. Isto é
visivel ao se comparar os extratos em que Unica diferenca é o tipo de agitacdo (Tabela 10),
como, por exemplo, os extratos 03PA (1,21% de AC) e 08PA (0,93% de AC) e 01R (0,09%

de AC) e 09R (0,08% de AC).

Em relacdo aos métodos de andlise, a identificacdo e a quantificacdo de AC por
CLAE-DAD mostrou-se muito mais eficiente do que as técnicas de CCDC e RMN de H.
Como descrito anteriormente, estas Ultimas técnicas indicavam apenas a presenca de acido

chiquimico nos extratos metanolicos das partes aéreas.
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6. CONCLUSOES
A andlise dos resultados obtidos com o desenvolvimento desse trabalho permite

concluir que:

e E. crassipes acumula o &cido chiquimico que produz principalmente nas partes aéreas,
visto que a sua concentracdo é aproximadamente trés vezes maior nesse 6rgdo do que nas
raizes;

e Metanol é o melhor solvente para extrair o acido chiquimico de E. crassipes,
independente da metodologia utilizada;

e A extracdo por aparelho Soxhlet demonstrou ser o método mais eficiente para extrair o
acido chiquimico do material vegetal,

e A andlise por CLAE-DAD é mais sensivel para detectar a quantidade de &cido

chiquimico extraido do que CCDC e RMN de *H.

E. crassipes pode ser considerada uma fonte promissora de acido chiquimico. Apesar
das vagens de Illicium verum renderem 3,3% de acido chiquimico e das partes aéreas de E.
crassipes renderem 2,26% (extrato metandlico obtido por Soxhlet e sem otimizacdo), esta
ultima possui a vantagem de ter rapido desenvolvimento e alta producdo de biomassa,
enquanto que . verum cresce quase que exclusivamente em quatro provincias montanhosas no
sudoeste da China, e suas vagens sdo colhidas somente entre no periodo de marco a maio
(Factsheet Tamiflu, 2010). E. crassipes dobra sua area a cada 6-7 dias, quando em condi¢des
Otimas de crescimento, chegando a produzir 480 toneladas de massa verde/ha/ano (Moura et

al., 2009).

Deste modo é possivel calcular o valor agregado a este trabalho. Considerando que o
rendimento de massa seca é de 10% em relacdo a massa verde, que a massa de partes aéreas

corresponde a aproximadamente 35% da massa seca, e que o rendimento de AC é de 2,26%
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na extracdo em aparelho Soxhlet, partindo-se de 480 toneladas de massa verde de E. crassipes

obteriamos aproximadamente 380 Kg de acido chiquimico.

Conclui-se que E. crassipes é uma fonte de &cido chiquimico economicamente muito
viavel, podendo contribuir de modo significativo para o aumento da disponibilidade dessa
molécula, que apresenta alto valor agregado. Além disso, 0 manejo de E. crassipes para a
extracdo de &cido chiquimico poderia solucionar os problemas ambientais e econdémicos

causados por essa macrofita.
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8. ANEXOS

Sthephanie/Tsabele 01T 26/01/2011

Pulse Sequence: s2pul ‘

Solvent: D20
Temp. 26.0 C / 301.1 K
INOVA500  “multi6s®

Relax. delay 0.304 sec |
Fes

<
H
35
H

ons
OBSERVE M1, 499.3300222 WHZ
SSING

4.605

5536
Total time 1 min, 20 sec

Anexo 1. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 01R.

I
Sthephanie/Isabele 02T 24/01/2011

Pulse Sequence: s2pul “
Solvent: 020

Temp. 28.0 C / 301.1 K

INOVA-500  "multi65" ‘

Relax. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
cq. time 4.036 sec
width 8000.0 Hz
16 _repetitions

Vi

H1, 499.3300267 NHz g
DATA PROCESSING H
FT size 65535 5
Total time 1 min, 20 sec
“
|l
‘ |
| 3
{ ”
| |
[ 1
| \
\
\
[\ J
N Wl A —
- T T N T S e
12 10 8 6 4 2 0 -2 ppm

Anexo 2. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 02R.



Sthephanie/Isabela 03T 24/01/2011
Pulse Sequence: szpul
Solvent: 020 ‘

Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500 “multi65"

16 repetitions
OBSERVE M1, 499.3300267 WHZ
NG

65!
Total time 1 min, 20 sec

—3.044

Anexo 3. Espectro de RMN de *H (D20, 500 MHz) do extrato 03R.

=

Sthephanie 04 08/02/2011

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: D2t

Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500 “multi65"

=AEAy

Relax. delay 0.304 sec
Pulse 45.0 degrees

5
3.254

Total time 1 min, 20 sec

—3.259

a.726

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0

Anexo 4. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 04R.



Sthephanie/Isabele 05 26/01/2011
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: D20

Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500  "multi65"%

Relax. delay 0.904 sec
5.0 degree:

Anexo 5. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 05R.

Sthephanie 06 09/02/2011
Pulse Sequence: s2pul

6.348

i

B e
6.44 6.34 ppm

4547

—4.190-

3.616
/_3.594

_3.258
3.250
3.167

VY

Anexo 6. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 06R.



Sthephanie 07 09,/02/2011

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: D20

Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500 “muitiss"

531
Total time S min, 20 sec

s
M1, 3993300102 WHz

Sthephanie 08 09/02/2011

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: D20

Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500 "multi65"

Relax. delay 0.904 sec

ons
OBSER! H1, 499.3300102 WHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 5 min, 20 sec

e e

11 10

—rt 1]

—a.6a7

3.255
~3.166

3.247

3.094

Anexo 7. Espectro de RMN de *H (D20, 500 MHz) do extrato 07R.

Anexo 8. Espectro de RMN de *H (D20, 500 MHz) do extrato 08R.
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Sthephanie 03 08/02/2011

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: D20

Temp. 28.0 C ¢ 301.1 K
INOVA-500 "multi65"

Relax. delay 0.304 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 4.036 sec
Hz

ns
OBSERVE _ H1, 499.3300102 WHz
DATA PROCESSING
FT size 65536

Total time 5 min, 20 sec

— T

13 12 11

Sthephanie 10 09/02/2011
Pulse Sequence: s2pul

Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500" "multi6s*

Relax. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 4.095 sec
Width 7489.9 Hz

41 repetitio

OBSERVE M1,

FT size
Total time S min, 20 sec

ns
499.3300102 WHZ
NG

10

- - 4.646 o

3.088

Anexo 9. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 09R.

Anexo 10. Espectro de RMN de *H (D20, 500 MHz) do extrato 10R.

ppm
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Sthephanie/Isabele 01aPA 31/01/2011
Pulse Seq: 2,

a

©

12 10 8

|
| PUTE
— ——r
6

R

Il
I
\
|

A

—3.481

2

L—W'M

g
|
J

64

_1.221

-2 ppm

Anexo 11. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 01PA.

Sthephanie/Isabele 02a 31/01/2011

uence: s2pul

6.403

“ n
s N

T S A dn it s
6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4

10 8

4605
r -

—a.4%8

|

[
||

i: “11 A

T L3
0 -2 ppm

Anexo 12. Espectro de RMN de *H (D20, 500 MHz) do extrato 02PA.



Sthephanie/Isabele 03apA

Pulse Sequence: s2pul

solvent: D20

Temp. 28.0 C / 301.1 K I
INOVA-S00  "muliti65*

Relax. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees

32 repetitions
H1, 499.3300287 WHZ
SSING

Total time 2 min, 40 sec

Swc
ava.
5.8
235
4600 ——

3.541
3.521

12 : 10 8 6 4 2 0 -2 ppm

Anexo 13. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 03PA.

Sthephanie/Tsabele 0¥a 31/01/2011 |

Pulse Sequence: sZpul
solvent: D20
Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA<S00  “multi6s"

Relax. delay 0.504 sec

3
a

64 _repetitions
OBSERVE M1, 499.3300287 NHZ
ssing

FT size §5536
Total time S min, 20 sec

=4:604

| E
{1 -
| |
|l gq
I ~Ta%
AR
|
| |
‘ |
AN
[ “J: \
l‘\»/}“i J I\
Mo\,
T T — — T I e T T ™
12 10 8 6 4 2 0 =2 ppm

Anexo 14. Espectro de RMN de *H (D20, 500 MHz) do extrato 04PA.



Sthephanie/Isabele 05PA 02/02/2011
Pulse Sequence: s2pul

0
Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500  "muiti65™

Relax. delay 0.304 sec

2
16 repetitions
OBSERVE _ H1, 493.3300336 WHZ
DATA PROCESSING
size 6553
Total time 1 min, 20 sec

4599

3.636
1.200

| |
-/ UJ\LJ \ '

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

-0 ppm

Anexo 15. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 05PA.

Sthephanie/Isabele 06PA 02/02/2011
Pulse Sequence: szpul
Solvent

020
Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500  “multigs"

Relax. delay 0.904 sec

16 _repetitions
H1, 499.3300336 NHZ

oBSeRVE <
DATA PROCESSING b
FT'51ze 55536 &
Totai tine 1 min, 20 sec i
|
vg2
228999
da
e

1.224

13 12 11 10 9 8 7 13 5 4 3 2 1 -0

Anexo 16. Espectro de RMN de *H (D20, 500 MHz) do extrato 06PA.



Sthephanie/Isabele 07PA 02/02/2011

Pulse Sequence: sZpul
Solvent: D20
Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA<S500 “multiss”

Relax. delay 0.304 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 4.036 sec
Widih 7489.8 Hz

16 repetitions A
OBSERVE _ H1, 435.3300336 NHZ P
DATA PROCESSING b4
FT size 65536 +
Total time 1 min, 20 sec 1
|
B
o
|
|
/ \ ‘ 1
\ \
N
13 12z 11 10 9 8 7 6 S 4 3 2 1 -0 ppm

Anexo 17. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 07PA.

Sthephanie/Isabele 0BPA 02/02/2011

2.600

e i ‘»;,,).V’d‘"‘ |

0 I S| R o

13 12z 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 ppm

Anexo 18. Espectro de RMN de *H (D20, 500 MHz) do extrato 08PA.



Anexo 19.

Sthephanie DSPA 02/02/2011

Pulse Sequence: szpul
Solvent: D20

Temp. 28.0 C / 801.1 K
INOVA-500  "multiss"

Relax. delay 0.504 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 4.096 sec

Width 7489.9 Hz

16 repetitions

OBSERVE _ 11, 499.3300336 WHZ
DATA PROCESSING

FT size 6553

Total time 1 min, 20 sec

4.678

42800

_4.640

T_a.520

a.410

Espectro de RMN de *H (D0, 500 MHz) do extrato 09PA.

Sthephanie/Isabele 10PA 02/02/2011

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: D20
Temp. 28.0 C / 301.1 K
INOVA-500" “multi65™

Relax. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
s

ons
H1, 499.3300336 MHZ
ing

Total time 1 min, 20 sec

6.389

4599

$
|| &
‘\
\
|
Y
\
",
4.5 4

- -
o
| R -
-0 ppm
"\.__._....-—M“\'\w
2.0 1.5 ppm

Anexo 20. Espectro de RMN de 'H (D20, 500 MHz) do extrato 10PA.
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Anexo 21. Cromatograma (213nm) do extrato 01R.
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Anexo 22. Cromatograma (213nm) do extrato 02R.
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Anexo 23. Cromatograma (213nm) do extrato 03R.
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Anexo 24. Cromatograma (213nm) do extrato 04R.
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Anexo 25. Cromatograma (213nm) do extrato 05R.
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Anexo 26. Cromatograma (213nm) do extrato 06R.
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Anexo 27. Cromatograma (213nm) do extrato 07R.
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Anexo 28. Cromatograma (213nm) do extrato 08R.
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Anexo 29. Cromatograma (213nm) do extrato 09R.
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Anexo 30. Cromatograma (213nm) do extrato 10R.
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Anexo 31. Cromatograma (213nm) do extrato 01PA.
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Anexo 32. Cromatograma (213nm) do extrato 02PA.
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Anexo 33. Cromatograma (213nm) do extrato 03PA.
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Anexo 34. Cromatograma (213nm) do extrato 04PA.
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Anexo 35. Cromatograma (213nm) do extrato 05PA.
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Anexo 36. Cromatograma (213nm) do extrato 06PA.
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Anexo 37. Cromatograma (213nm) do extrato 07PA.
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Anexo 38. Cromatograma (213nm) do extrato 08PA.
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Anexo 39. Cromatograma (213nm) do extrato 09PA.
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Anexo 40. Cromatograma (213nm) do extrato 10PA.
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De acordo,

Araraquara, 19 de Dezembro de 2013.

Sthephanie Favalli Cardoso
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Profa. Dra. Isabele Rodrigues Nascimento



