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Resumo

Este trabalho teve como objetivo realizar estudo quimico do estrato metandlico dos
galhos de Eschweilera tenuifolia os quais foram coletadas em Maués-AM. O p6 obtido
foi submetido a extracdo exaustiva, com auxilio de banho de ultrassom, utilizando
solventes de polaridade crescente. Os solventes organicos foram recuperados utilizando
rota-evaporador e o extrato aquoso foi liofilizado. O extrato metandlico seco foi
submetido a particdo com solventes de crescente polaridade. As fases obtidas da
particdo foram concentradas em rota-evaporador e analisadas por cromatografia em
camada delgada. Testes foram realizados para verificar o indice de saponinas e a
resisténcia de espuma. A triagem fitoquimica mostrou a presenca de alcaldides, dcidos
organicos, flavonoides, esteroides, triterpenos, antocianinas, saponinas, gomas, taninos,
mucilagens, aminogrupos, dcidos volateis e 4cidos fixos. As extracdes resultaram em
conteido extrativo diverso para cada um dos extratos obtidos. Andlises, por
cromatografia em camada delgada das fases da parti¢do inicial do extrato metandlico
revelaram que este foi satisfatério. A fase acetato de etila foi fracionada em coluna
aberta,utilizando silica gel como fase estaciondria, onde se obtiveram 130 fragdes.
Analisaram-se as fracdes por CCD onde as com caracteristicas similares foram reunidas.
Em algumas fra¢des observou-se a presenca de 6leos, os mesmos foram analisados por
CCD, reunidos e enviados para andlise por cromatografia gasosa. A fracdo 18 da coluna
apresentou separagdo satisfatéria na andlise por CCD, levando assim, a elaboragdo de
uma segunda coluna. As fracdes obtidas foram analisadas por CCD onde a fragdo 1 foi
enviada para andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada & espectrometria de

massas.



1. Introdugao

A familia de castanha-do-Brasil (Lecythidaceae) é uma familia pantropical de
arvores pequenas a arvores muito grandes, representada por 11 géneros e cerca de 200
espécies nos tropicos do Novo Mundo. Esta € classificada como primeira ou segunda
familia mais importante de drvores em termos de espécies e nimero de individuos nos

arredores de Belém, Brasil. (TSOU & MORI, 2002)

Planchonia careya (Lecythidaceae) é tradicionalmente usada para tratamento de
feridas e escoriacdes pelos povos indigenas do norte da Austrdlia. As folhas frescas
picadas desta foram extraidas com dgua destilada seguida por metanol, e ambos extratos
apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivo e cepas de

micobactérias de rapido crescimento. (MCRAEA, et al., 2008)

Atividade antiftingica foi observada com os extratos metandlicos em todas as

partes aéreas de B. racemosa. (HUSSIN, et al., 2009)

Poucas espécies da familia foram estudadas quimicamente tendo sido
identificados triterpenos pentaciclicos, esteroides, saponinas, cromandis, dcido eldgico e
alcaloide do tipo indolo-quinozonilicos. (SOUZA, et al., 2000) O &cido eldgico e varios
derivados, tém sido isolados a partir de E. coriacea e saponinas t€ém sido isoladas e
elucidada a  partir  de  Barringtonia  acutangulata e  Petersianthus

macrocarpus.(BERKOV, et.al., 2000)

Os estudos quimicos da casca do caule de Gustavia augusta L. levaram ao
isolamento de taraxerona, epitaraxerol, isomiricadiol, taraxerol, estigmasterol, a-

amirina, -amirina, lupeol, 3a-hidroxi-lupeol e dcido betulinico. (SOUZA, et al., 2000)

Duas saponinas bioativas foram isoladas a partir da casca do caule de
Petersianthus macrocarpus 3-O-{[B-D-galactopiranosil (1—2)][B-D-galactopiranosil (1
— 3)] -B-D-glucuronopiranosil }-21-0-[3-(4cido  3-tigloiloxinilico)-4-tigloiloxi-a-L-
arabinopiranosil] barringtogenol C e 3-O-{[B-D-galactopiranosil (1—2)][B-D-
galactopiranosil (1—-3)]-B-D-glucuronopiranosil }-28-0-a-L-ramnopiranosil

barringtogenol C-21-0O-benzoato. (MASSIOT, et al., 1992)



Os estudos quimicos de Eschweilera longipes levaram a identificacdo de dez
triterpenoides: fridelin, fridelinol, a-amirin, B-amirin, 3B-O-cinamoil-a-amirin, 3B-O-
cinamoil-B-amirina, o-amirenona, pB-amirenona, 3-a-hidroxi-lupeol, 3-a-hidroxi-
taraxasterol, juntamente com [-sitosterol, stigmasterol, a-tocoferol e tocotrienol-5 38,
24-diidroxifriedelano, o 1P conhecido, 2f, 3B, 19B-tetraidroxiurs-12-en-28-6ico (4cido
1B-hidroxieucdfico), além da saponina 33-O-B-D-glicopiranoslsitosterol. (COSTA,
et.al., 2003)

2. Levantamento bibliografico

Lecythidaceae ¢ a familia da castanha-do-Brasil, e compreende cerca de 300
espécies pertencentes a 17 géneros de distribuicdo pantropical. Cento e vinte e duas
espécies pertencentes a nove géneros estdo distribuidas pelo Brasil, demonstrando sua
maior diversidade na floresta amazdnica onde Lecythidaceae é também uma das
familias mais abundantes. Usualmente € dificil coletar material fértil dessas drvores por
causa da sua altura, e determinacdo de espécies usando material estéril pode ser
complexo por causa das suas similaridades morfoldgicas.(MATTA & SCUDELLER,
2012)

Eschweilera sp. desenvolve-se em regides sob exposi¢cdo de elevada incidéncia
luminosa. Esta caracteristica é geralmente associada a producgdo de fitoantioxidantes. (

FIORATTI, et.al. 2006)



3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Realizar o fracionamento do extrato metandlico dos galhos de Eschweilera

tenuifolia.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar triagem fitoquimica

e Obter extrato metandlico dos galhos de E. tenuifolia;

e Realizar o fracionamento dos extratos;

e [solar e identificar os metabdlitos presentes no extrato metandlico dos galhos de

E. tenuifolia;



4. Metodologia

4.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado no municipio de Maués de um individuo
previamente marcado pelo Prof. Dr. Vanderlei Antdnio Stefanuto do IFAM-Maués, cuja
exsicata estd depositada no herbario do Instituto Federal do Amazonas, campus Zona

Leste, Manaus-AM.

4.2 Preparo do material vegetal

Primeiramente o material coletado passou por uma inspec¢do visual de onde
foram retiradas as partes ndo sadias, que porventura poderiam ter sido contaminadas por
fungos insetos ou, entdo, oxidadas, além de material orgédnico estranho a amostra. Apds
a inspec¢do os galhos foram secados em estufa de ar circulante a 45 °C. Em seguida o
material foi fragmentado e pulverizado em moinho de facas. O p6 obtido da moagem foi

pesado e entdo armazenado em recipientes apropriados, protegidos de luz e umidade.

4.3. Obtencao dos extratos

A partir do p6é obtido na etapa anterior foram realizadas extragdes exaustivas
com hexano (HEX), metanol (MeOH) e dgua (H,O) respectivamente, em banho de
ultrassom por 15 minutos. Em seguida, as solu¢des extrativas obtidas com os solventes
organicos foram submetidas a rota-evaporagdo para obten¢do dos extratos brutos. A

solugdo aquosa foi liofilizada para obtencdo do extrato bruto aquoso seco.



Identificagdo
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Fluxograma 1: Obtencgdo dos extratos brutos dos galhos de Eschweilera tenuifolia.




4.4. Cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato metandlico bruto

A partir do extrato metandlico bruto, realizou-se CCD em placas de silica como
fase estaciondria (FE) e acetato de etila (AcOEt) e metanol como fase mével (FM) nas
propor¢cdes de 1:1 e 7:3. Essas placas foram observadas sob luz ultravioleta (UV)
comprimento de onda (A = 365 nm) e reveladas com sulfato de cério(IV), anisaldeido
sulftrico, cloreto de ferro(Ill) e vanilina sulfirica, em todas as placas foi possivel
observar que a amostra foi sugestiva para os principais grupos de metabdlitos, tais como
triterpenos, flavonoides e alcaloides , que poderiam ser mais bem analisados ao se fazer

uma parti¢do desse extrato.

4.5. Particao do extrato metanoélico

Parte do extrato metandlico bruto seco foi solubilizado em metanol e adicionada
dgua até a proporcdo MeOH:H,O (7:3), a partir desta solugdo hidrometandlica foi
realizada parti¢do utilizando hexano, acetato de etila e butanol (BuOH) respectivamente,
onde na extracdo com hexano foi possivel coletar uma emulsdo. Em seguida, as fases da
particdo obtidas com os solventes orginicos foram submetidas a rotaecvapora¢io para

obtencdo das fases concentradas e a fase hidrometanélica foi submetida a liofilizagdo.
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Fluxograma 2: Extracgdo liquido-liquido
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4.6. Cromatografia em camada delgada

As fases hexanica, emulsdo, acetato de etila e butandlica, foram submetidas a
CCD utilizando diversos solventes, a fim de selecionar a mistura de solventes ideais

para realizar o fracionamento dessas fases utilizando coluna cromatografica aberta.

4.7. Triagem fitoquimica.

Realizou-se a triagem fitoquimica utilizando o extrato etandlico e aquoso dos
galhos. Os extratos foram obtidos por método de extracdo exaustiva a frio em banho de
ultrassom por 15 minutos. Cada extrato passou por testes para se observar a presenga ou

auséncia de varias substancias.

4.8. Teste de resisténcia de espuma para saponinas

Realizou-se o teste para observacdo de presenca de saponinas no extrato
metandlico bruto e nas fases acetato de etila, butandlica e hidrometandlica. Pequenas
amostras de cada um foram colocadas em tubos de ensaio, onde se adicionou 4gua,
agitando cada tubo por 5 minutos, apds isso, adicionou-se HCl 1% em cada tubo,
observando-se apds cerca de 1 hora a persisténcia de espuma. A persisténcia de 1 cm de
espuma em cada amostra indica a presenca de saponinas. O teste foi realizado em

triplicata.

4.9.Indice de espuma

Adicionou-se em um baldo de fundo chato 0,5 g do p6 dos galhos e 100 mL de
dgua, levando essa mistura a ebulicdo, durante o aquecimento, adicionou-se uma
solugdo de carbonato de sodio até a mistura adquirir carater neutro. Apds 5 minutos de
ebulicdo, resfriou-se a mistura, filtrando a mesma em seguida, o filtrado foi colocado

juntamente com dgua em 10 tubos de ensaio em diferentes propor¢des.



Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Solugado | 1mL [2ml [3mL |4mL [SmL [6mL |[7mL |8ml |9mL | 10mL

extrativa

Agua OmL [8mL |7mL [6mL [SmL |[4mL |3mL |2mL [1mL |[O0OmL

Volume | 10 10 10 10 10 10 mL | 10 10 10 mL | 10 mL
total mL mL mL mL mL mL mL

Quadro 1: Faixa de dilui¢do do extrato.

Os tubos foram agitados durante 15 segundos, apds 15 minutos analisou-se o
tamanho dos anéis de espuma em cada tubo para identificar o tubo com 1 cm de

espuma.

4.10. Fracionamento por coluna cromatografica da fase acetato de etila

Pesou-se 3,2 g da fase acetato de etila, onde a mesma foi submetida a
fracionamento em coluna cromatografica aberta. Foi utilizada coluna de vidro, como
fase estaciondria 180 g de Silica gel 60 (Merck) e como fase mével, HEX, AcOEt,

MeOH e suas misturas.

4.11. Cromatografia em camada delgada das fracoes

As fracdes obtidas da coluna foram analisadas por CCD utilizando silica gel
(Macherey-Nagel) como fase estaciondria e DCM (diclorometano), AcOEt e MeOH e
suas misturas como fase mével. As placas foram reveladas utilizando luz UV (A = 365

nm) anisaldeido sulfiirico.

4.12. Fracionamento da fracio 18

A fracdo 18 foi submetida a fracionamento em coluna cromatogréfica aberta.
Utilizou-se coluna de vidro como suporte, silica gel (Merck) como fase estaciondria e

HEX, AcOEt e suas misturas como fase mdvel.



4.12. CCD das fracoes obtidas na coluna cromatografica

As fracdes foram analisadas por cromatografia em camada delgada utilizando silica gel
(Macherey-Nagel) como fase estaciondria e HEX, AcOEt e suas misturas como fase

movel. O revelador utilizado foi anisaldeido sulfurico.



5. Resultados e Discussao

5.1 Rendimento dos extratos

Extrato Massas obtidas a partir | Rendimento (%)
de 1 kg de galhos moidos

Hexanico 10,47 g 1,047

Metandlico 174,17 g 17,417

Fase Hexanica 0,499 g 0,383

Fase Acetato de etila 21,476 g 16,52

Fase Butandlica 26,176 g 20,135

Fase Hidrometanélica * *

Emulsao 2,718 g 2,09

Quadro 2: Massas e rendimentos obtidos dos extratos e partigdes.

5.2 Cromatografia em camada delgada

A melhor separacdo ocorreu com o0s solventes acetato de etila e metanol na
proporcdo 85:15. Na CCD utilizando o revelador anisaldeido sulfirico, foi possivel
observar manchas de colorag@o rosa, indicativo de presenca de triterpenos ou esterdis,

nas amostras analisadas.

Figura 1: CCDC, emulsio, fase HEX, fase AcOEt e fase BuOH respectivamente. FE: Silica. FM: AcOEt:
MeOH 85:15. Revelador luz UV (A = 365nm).




Figura 2: CCD: emulsdo, fase HEX, fase AcOEt e fase BuOH, respectivamente. FE: Silica. FM: AcOEt:

MeOH 85:15. Revelador: sulfato de cério(VI) e anisaldeido sulftrico.

5.2 Teste de resisténcia de espuma para saponinas

Amostra Resultado
Extrato Metanoélico bruto Positivo
Fase acetato de etila Positivo
Fase butanoélica Positivo
Fase hidrometanoélica Positivo

Quadro 3: Resultado do teste de persisténcia de espuma.

Pode-se observar a presenca de saponinas nas amostras analisadas.

5.3 Indice de espuma de saponinas

O tubo de numero 3 foi identificado como o que apresentava 1 centimetro de
espuma, a partir dessa informacdo realizou-se o cdlculo do indice de espuma da

amostra, que foi de 1:1111. Confirmando a presenca de grande quantidade de saponinas.




5.4 Triagem Fitoquimica

Extrato etandlico Resultado Extrato aquoso Resultado

ALCALOIDES Heterosideos Positivo
antocianicos

Reativo de Mayer Negativo Heterosideos saponinicos Positivo

Reativo de Dragendorff Positivo Heterosideos Negativo
cianogenéticos

Reativo de Bouchardat Negativo Gomas, taninos e Positivo
mucilagens

Reacdo de Bertrand Negativo Pesquisa de taninos Positivo

ACIDOS Positivo Pesquisa de aminogrupos Positivo

ORGANICOS

FENOIS Negativo Pesquisa de acidos Positivo
volateis

HETEROSIDEOS Pesquisa de acidos fixos Positivo

FLAVONICOS

Reacgdo de Taubock Negativo

Reacdo de Shinoda Positivo

Reacgdo de Pacheco Negativo

Reagdo de zinco em Negativo

HCI

CUMARINAS Negativo

ANTRAQUINONAS Negativo

ESTEROIDES E| Positivo

TRITERPENOS

Quadro 4: Resultado da triagem fitoquimica.




5.4 Fracionamento por coluna cromatografica da fase acetato de etila

Eluentes Proporcoes | Fracoes
Coletadas
HEX: AcOEt 7:3 1-12
HEX: AcOEt 6:4 13-18
HEX: AcOEt 5:5 19-30
HEX: AcOEt 4:6 31-36
HEX: AcOEt 3:7 37-38
HEX: AcOEt 2:8 39-40
HEX: AcOEt 1:9 41-42
AcOEt 100% 43 - 62
AcOEt:MeOH 9:1 63 — 66
AcOEt:MeOH 8:2 67-70
AcOEt:MeOH 7:3 71-90
AcOEt:MeOH 6:4 91-98
AcOEt:MeOH 5:5 99 - 102
AcOEt:MeOH 4:6 103 - 106
AcOEt:MeOH 3:7 107 - 110
AcOEt:MeOH 2:8 111-116
AcOEt:MeOH 1:9 117 -118
MeOH 100% 119-130

AcOEt = acetato de etila; HEX = hexano; MeOH = metanol

Quadro 5: Eluentes utilizados no fracionamento da fase acetato de etila em coluna cromatografica e

fracdes obtidas (FE: Silica gel).

Durante a obtenc¢ao das fracdes, observou-se a presencga de substincias similares a 6leos

nas fracoes 32 — 40, 46 — 49, 51 - 57.



5.4 Cromatografia em camada delgada das fracoes

As 130 fragdes analisadas foram reunidas de acordo com a sua similaridade de

comportamento nas placas. Os 6leos foram reunidos da mesma maneira.

Todos os 6leos foram separados para a sua posterior analise por cromatografia gasosa.

Das 130 fragdes analisadas, a fracdo 18 destacou-se, levando assim ao seu

fracionamento em coluna.

Figura 3: CCD das fragdes 16 — 20. Figura 4: CCD 6leos 36 - 40.

5.5 Fracionamento da fracao 18

Eluentes Proporcoes | Fracoes
Coletadas
HEX 100%
HEX: AcOEt 95:05 1
HEX: AcOEt 9:1 2-3
HEX: AcOEt 85:15 4
HEX: AcOEt 8:2 5-6
HEX: AcOEt 75:25 7-8
HEX: AcOEt 7:3 9
HEX: AcOEt 65:35 10-11
HEX: AcOEt 6:4 12

AcOEt = acetato de etila; HEX = hexano.

Quadro 6: Eluentes utilizados no fracionamento da fracdo 18 em coluna cromatografica e fracdes obtidas
(FE: Silica gel).



5.5 CCDC das fracoes obtidas na coluna cromatografica

Observou-se a presenca de somente duas substancias na fracdo 1, obtida dessa coluna.
Esta fracdo foi separada para identificacdo das substancias, utilizando cromatografia em

fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.



Conclusoes

O estudo dos galhos de Eschweilera tenuifolia foi importante para a elucidagio
dos constituintes da mesma, uma vez que ndo tinham sido feitos nenhum tipo de
pesquisa sobre essa espécie. Porém estudos ainda precisam ser realizados para o melhor

conhecimento dessa espécie.

A triagem fitoquimica indicou a presenca de alcaloides, acidos organicos,
flavonoides, esteroides, triterpenos, antocianinas, saponinas, gomas, taninos,

mucilagens, aminogrupos, dcidos volateis e 4cidos fixos.

Os testes para detec¢do de saponinas foram positivos indicando a presenca no
extrato metandlico bruto e nas fases acetato de etila e butandlica da particao do extrato

metandlico dos galhos de Eschweilera tenuifolia.

A fracdo acetato de etila foi fracionada de maneira satisfatéria, produzindo

resultados adequados para posterior identificacdo de metabdlitos secundérios.

As amostras selecionadas foram separadas e enviadas para identificacdo por
cromatografia gasosa, porém os resultados ainda nd@o tinham sido obtidos até a

finalizagdo desse trabalho.



Cronograma de execuciao

o Descricdo Ago Set | Out | Nov | Dez | Jan Fev | Mar | Abr | Mai | Jun Jul
2012 2013

Levantamento bibliografico R R R R R R R IR R R R
Coleta e identificacdo do material vegetal R R
Obtencdo dos extratos (hexanico, metandlico e aquoso) R R R
Fracionamento dos extratos brutos R R R R R R R R
Isolamento dos metabdlitos secundarios dos galhos. NR | NR | NR | NR R R R R R
Elaboracdo do relatério parcial. R R
Determinacdo estrutural das substancias isoladas NR I NR | NR | NR T NR | NR
Elaboracdo do Resumo e Relatério Final R R
Preparacdo da Apresentacao Final para o Congresso R R

R: Realizado
NR: Ndo realizado
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