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RESUMO

Diplotropis racemosa (Hoehne) pertence a familia Leguminosae, conhecida
popularmente como Sucupira preta, possui dispersdo pelo Brasil e € bastante
utilizada em areas degradadas. Estudos realizados na Regido Amazdénica apontam
a presenca de substancias ativas como flavonoides, terpenos, saponinas e
alcaloides em cascas e cernes de espécies da familia. A prospeccao fitoquimica
teve como objetivo a identificacdo de grupos de metabdlitos secundérios presentes
no extrato bruto e fragcdes da casca de D. racemosa, cuja constituicdo quimica &
desconhecida. A casca foi seca, triturada e o extrato bruto foi obtido sob refluxo
com etanol 70%. O extrato bruto foi fracionado por particdo liquido-liquido, sendo
obtidas as seguintes fracdes: hexanica, cloroférmica, acetato de etila, butandlica e
hidroalcoolica. A constituicdo quimica dos extratos foi avaliada perante reacdo em
tubos e em placas cromatograficas. A atividade antioxidante foi analisada frente
aos radicais DPPH e ABTS, sendo determinado o teor de fendis totais. A fracéo
butandlica foi fracionada no HPCCC utilizando sistemas de solventes compostos
por: acetato de etila — butanol — agua. Métodos cromatograficos e espectroscopicos
foram utilizados para obtencdo do perfil quimico das amostras purificadas. A
prospeccao fitoquimica evidenciou qualitativamente a presenca das seguintes
classes de metabdlitos secundarios: taninos condensados, flavonas, flavonois,
xantonas, flavanonois, flavanonas, triterpenos pentaciclicos, saponinas e
alcaloides. A andlise por CCD evidenciou a presenca de flavonoides nas seguintes
amostras: extrato bruto, fracdo acetato de etila e fragdo butandlica. Além disso,
permitiu acompanhar todo o processo de isolamento e atividade antioxidante frente
ao DPPH, que no ensaio in vitro a fracdo em acetato de etila apresentou uma Clso
de 49,27 pg/mL e maior concentracao de fendis totais. No entanto, o rendimento da
fracdo em acetato de etila foi baixo, com isso o isolamento foi direcionado para a
segunda fragdo mais ativa, considerando o ensaio antioxidante de ABTS. A técnica
de HPCCC possibilitou o direcionamento rapido e eficaz para o fracionamento e
purificacdo das substancias. No presente estudo foi possivel purificar e identificar 4
flavonas C-glicosiladas inéditas na espécie D. racemosa, sendo elas: violantina (8,4
mg), isoviolantina (12,1 mg), vitexina (12 mg) e isovitexina (7,7 mg). Essa pesquisa
foi pioneira na caracterizacdo fitoquimica do residuo madeireiro D. racemosa,
coletada na regido do Médio Amazonas. Estes resultados demonstram uma
possibilidade para o aproveitamento dos residuos pela induastria, fornecendo
substancias com potencial tecnoldgico, contribuindo para 0 meio ambiente. Este
trabalho contribui para o conhecimento fitoquimico do género Diplotropis e devera
ser continuado para o encontro de novas substancias presentes com potenciais
biolégicos, ainda a serem explorados.

Palavras-chave: Leguminosae, Sucupira preta, HPCCC, flavonas, antioxidante.



ABSTRACT

Diplotropis racemosa (Hoehne) belongs to the Leguminosae family, popularly
known as Sucupira preta, has dispersion throughout Brazil and is widely used in
degraded areas. Studies carried out in the Amazon Region indicate the presence of
active substances such as flavonoids, terpenes, saponins and alkaloids in the bark
and heartwood of species of the family. The phytochemical prospecting aimed to
identify groups of secondary metabolites present in the crude extract and fractions
of the D. racemosa bark, whose chemical constitution is unknown. The peel was
dried, crushed and the crude extract was obtained under reflux with 70% ethanol.
The crude extract was fractionated by liquid-liquid partition, obtaining the following
fractions: hexane, chloroform, ethyl acetate, butanolic and hydroalcoholic. The
chemical constitution of the extracts was evaluated before reaction in tubes and
chromatographic plates. The antioxidant activity was analyzed against the radicals
DPPH and ABTS, and the content of total phenols was determined. The butanolic
fraction was fractionated in the HPCCC using solvent systems composed of: ethyl
acetate - butanol - water. Chromatographic and spectroscopic methods were used
to obtain the chemical profile of the purified samples. Phytochemical prospecting
showed qualitatively the presence of the following classes of secondary metabolites:
condensed tannins, flavones, flavonoids, xanthones, flavanone, flavanones,
pentacyclic triterpenes, saponins and alkaloids. CCD analysis showed the presence
of flavonoids in the following samples: crude extract, ethyl acetate fraction and
butanolic fraction. In addition, it allowed to monitor the entire process of isolation
and antioxidant activity against DPPH, which in the in vitro assay the ethyl acetate
fraction showed an IC50 of 49.27 pg / mL and a higher concentration of total
phenols. However, the fraction yield in ethyl acetate was low, so the isolation was
directed to the second most active fraction, considering the antioxidant test of ABTS.
The HPCCC technique allowed for fast and effective targeting for the fractionation
and purification of substances. In the present study, it was possible to purify and
identify 4 novel C-glycosylated flavones in the species D. racemosa, namely:
violantine (8.4 mg), isoviolantine (12.1 mg), vitexin (12 mg) and isovitexine (7.7 mg).
This research was a pioneer in the phytochemical characterization of wood residue
D. racemosa, collected in the Middle Amazon region. These results demonstrate a
possibility for the use of residues by the industry, supplying substances with
technological potential, contributing to the environment. This work contributes to the
phytochemical knowledge of the genus Diplotropis and should be continued to find
new substances present with biological potentials, yet to be explored.

Keywords: Leguminosae, black sucupira, HPCCC, flavones, antioxidant.
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1. INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

As atividades da fitoquimica podem contribuir significativamente para a
investigacao da flora, divulgacado e geracao de novos conhecimentos e formagao de
recursos humanos qualificados. A quimica de produtos naturais (QPN) de vegetais —
fitoquimica, se dedica principalmente a caracterizacdo estrutural, avaliacdo de
propriedades e investigacfes biossintéticas de substancias naturais produzidas pelo
metabolismo secundério de organismos vivos (TORSSELL, 1997).

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em dois
grandes grupos. Os primeiros, essenciais a todos o0s seres Vvivos, sdo 0os metabdlitos
primarios ou macromoléculas. Nesse grupo estdo incluidos os lipideos, proteinas e
glicidios com fungdes vitais bem definidas. Os produtos do metabolismo priméario, por
meio de rotas biossintéticas diversas e frequentemente desconhecidas, originam o
segundo grupo de compostos quimicos - 0s metabdlitos secundarios ou
micromoléculas (SIMOES et al., 2017).

Os metabdlitos secundarios apresentam estrutura complexa, baixa massa
molecular, atividades biolégicas marcantes e, diferentemente daqueles do
metabolismo primario, sdo encontrados em concentracdes relativamente baixas e em
determinados grupos de plantas (SIMOES et al., 2017).

O poder curativo dos vegetais é conhecido desde a antiguidade e as plantas
vem sendo constantemente utilizadas pela industria farmacéutica para a producéo de
medicamentos e pela populacdo brasileira para o tratamento e/ou prevencao de
diversas doencas (BRASIL, 2016).

O interesse em estudar as propriedades medicinais de plantas tornou-se
constante e crescente a partir da década de 90 e o século XX foi marcado pelo avango
nas pesquisas envolvendo recursos naturais, como as plantas, o que por sua vez
forneceu subsidios para a descoberta de inUmeras substancias de interesse
terapéutico (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

1.1 Brasil e Regido Amazonica

O Brasil lidera a lista dos paises mais ricos em biodiversidade do mundo, o que
implica em varias fontes de substancias para formulacdes terapéuticas. Dentre as 500

mil espécies vegetais que existem no mundo, o Brasil contempla cerca de 55 mil
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espécies e apenas 25% dos medicamentos fitoterapicos registrados é oriundo de
espécies vegetais presentes na Ameérica do Sul. O pais é provido de uma ampla e
diversificada flora, mas estima-se que menos de 15% das espécies tenham sido
estudadas para fins de utilizacdo na medicina (FONSECA, 2012; CONSERVATION
INTERNATIONAL, 2010).

A exploracéo e o processamento industrial de madeira estdo entre as principais
atividades econdmicas da Amazonia, ao lado da mineracao e da agropecuaria. Esse
fato esta ligado principalmente a oferta abundante de madeira de diversas espécies
(SOARES et al., 2014).

O estado do Amazonas ocupa a 52 posicdo na producdo de madeira nativa
tropical em tora, mesmo assim € maior em area de floresta do Brasil (KOURY et al.
2014). O municipio de Itacoatiara, situado no Médio Amazonas, é um dos principais
produtores de madeira comercial, mostrando-se com um enorme potencial de
crescimento. As principais espécies encontradas no mercado, sdo: Cedrinho, Louro,
Piquia, Sucupira, Marupa, Angelim, Muraicatiara, Marupa, Cumaru, Itaduba e Ipé
(KOURY et al., 2013).

Os produtos naturais fornecem uma enorme gama de diversidade estrutural e
atividades bioldgicas e farmacologicas em funcdo dos processos coevolutivos
(SIMOES et al., 2017). Os metabdlitos secundarios encontrados na madeira agregam
valor a mesma e tém-se buscado aplicacfes para os rejeitos da industria madeireira.
No entanto, ha a necessidade do conhecimento do perfil quimico da madeira
(GRANATO et al., 2005).

1.2 Familia Leguminosae

A familia Leguminosae, também denominada Fabaceae, pertence a ordem
Fabales, classe Magnoliopsida e divisdo Magnoliophyta (ROSKOY et al., 2006). E
composta por aproximadamente 19.327 espécies distribuidas em 727 géneros
(LEWIS et al., 2005; FRANCA, 2014). Formada por arvores, arbustos, lianas e ervas
e tem distribuicdo cosmopolita (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). No Brasil é a familia
com o0 maior numero de espécies, compreendendo cerca de 2.827 espécies
distribuidas em 222 géneros, sendo que 1.524 espécies e 16 géneros sdo endémicos
(BFG, 2015).
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E uma das maiores e mais importantes familias botanicas, devido ao grande
namero de espécies vegetais utilizadas como fonte de produtos alimentares,
medicinais, ornamentais, madeireiros e fornecedores de forragem, fibras, corantes,
gomas, resinas e 6leos (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; WATSON & DALLWITZ,
20009).

As espécies desta familia sdo ricas em flavonoides e compostos
biossinteticamente relacionados, como o rotenoides e isoflavonoides. Alcaloides,
terpenoides e esteroides sdo exemplos de outras classes de substancias na qual
ocorrem em muitos exemplares da familia, ja os taninos tém frequéncia muito baixa
se comparada aos flavonoides (ROCHA et al., 2007).

A familia Leguminosae é dividida em trés subfamilias: Papilionoideae também
conhecida como Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae (SOUZA & LORENZI,
2008). A subfamilia Papilionoideae estd distribuida desde florestas Umidas até
desertos COWAN, 1981 e possui cerca de 440 géneros, 28 tribos e 12.000 espécies.
No Brasil ocorrem 119 géneros, 1.182 espécies, 14 subespécies e 174 variedades
(LIMA et al., 2011).

Estudos pioneiros entre os anos de 1922 a 1949 sobre as Leguminosae
ocorrentes na Amazoénia, sdo considerados 0s mais completos ja elaborados sobre a
familia no @mbito regional (SILVA et al., 2013).

O potencial econbmico de Leguminosae € enorme, sdo oleogenosas e
resiniferas. Os frutos e sementes sao utilizados como alimento, produc¢éo de corantes,
Oleos, perfumes, inseticidas e ainda apresenta uso medicinal, agrondmico
(enriguecimento de solos), ornamental e, principalmente, para producdo de madeiras
nobres e valiosas usadas no mundo (LIMA et al., 1994).

Os estudos etnofarmacoldgicos de espécies da familia Leguminosae
demonstram atividades bioldégicas como: analgésica, antialérgica, antiinflamatéria,
antimalarica, cicatrizante, antidiarreica, anti-hipertensivo, citotéxica, antioxidante,
antimicrobiana, anti-helmintica, hipoglicemiante, diurética, laxativa, expectorante e
hepatoprotetor (VIEGAS JUNIOR & BOLZANI, 2006).

Atividade antioxidante foi demonstrada nos extratos metandlico com a Clso
64,79 pg/mL e no extrato aquoso com Clso de 56,60 pg/mL das folhas de Myroxylon.
peruiferum (SILVA-JUNIOR et al., 2015). Recentemente, Pereira e colaboradores
(2019) extrairam o 6leo essencial de folhas de M. peruiferum e isolaram o composto

7-hidroxi-4’, 6-dimetoxi-isoflavona a partir do caule da mesma planta.
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1.3 Género e Espécie

O género Diplotropis pertencente a subfamilia Papilionoideae, distribui-se em
zonas tropicais e apresenta-se em 39 espécies descritas no Tropicos (TROPICOS,
2015). Espécies de Diplotropis apresentam alcaloides como: 11-epileontidana,
camoensidina, leontidana, tetrahidrorombifolina e  11,12-dihidrosparteina
(KINGHORN; BALANDRIN; LIN, 1982), derivado fendélico como: 2-hidroxi-4-metoxi-6-
propil-benzoato de etila (ALMEIDA et al. 2003b), flavonoides como: diploflavona, 3,6-
dimetoxi-6”,6"-dimetilcromeno-(7,8,2”,3”)-flavona (R-CHs) (ALMEIDA et al., 2005b),
(2-3-trans)-3,4,5,8-tetrametoxi-(6,7,2”,3")-furanoflavana (R= OMe) (LIMA et al., 2005)
e um triterpeno descrito como Lupeol (ALMEIDA et al., 2003b).

Segundo a base de consulta Fabaceae in Flora do Brasil 2020 (2019): a espécie
Diplotropis racemosa (Hoehne) Amshoff, possui como sinGnimos relevantes:
basiébnimo Bowdichia racemosa Hoehne e é sinbnimo homotipico de Staminodianthus
racemosus (Hoehne).

O sinbnimo homotipico Staminodianthus foi circunscrito por Cardoso e
colaboradores (2013) para compreender trés espécies lenhosas. O género possui
distribuicdo exclusiva na bacia amaz6énica do norte do Brasil, Colémbia, Guiana, Peru

e Venezuela, conforme observado na Figura 1.

A Staminodianthus duckei
@ Staminodianthus racemosus
B Staminodianthus rosae

Figura 1.Mapa de distribuicdo das espécies dé Staminodianthus. Fonte: CARDOSO et al., 2013.
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Staminodianthus racemosus é uma arvore de tamanho médio a grande (6 a 40
m de altura). E morfologicamente muito semelhante a S. rosae com base no nimero
e tamanho dos folhetos e nos racemos axilares. Staminodianthus rosae foi
anteriormente descrito como uma variedade de Diplotropis racemosa por Lima (1981),
gue apontou diferencas na morfologia dos frutos, por exemplo. Porém, na analise
filogenética realizada por Cardoso et al. (2012) elas ndo foram recuperadas como
espécies irmas, indicando uma diferenca genética adicional.

A predominéancia desta espécie € nas savanas amazoénicas do norte da América
do Sul. No Brasil, a espécie foi encontrada em vegetacdo de savana (campinas e
remanescentes de Cerrado), bem como em terra firme da Amazoénia (floresta ndo
inundada) em solo arenoso, do extremo norte da bacia amazbnica (Amapd) a os
limites da regido Central (dreas do sul dos estados do Par4d e Mato Grosso)
(CARDOSO et al., 2013).

Essa espécie é muito utilizada em programas de recuperacdo de areas
degradadas de preservacdo permanente, e sua madeira, por ser de alta densidade
possui longa durabilidade natural, € empregada na construcéo civil e na fabricacao de
moveis (LORENZI, 2002; MOURA et al., 2014).

1.4 Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas que podem interferir em
reacfes normais do organismo, causando alteracdes. Sua reatividade deve-se a
instabilidade da molécula, por possuir elétrons desemparelhados. A formacdo de
radicais livres in vivo ocorre via acao catalitica de enzimas, durante os processos de
transferéncia de elétrons no metabolismo celular (fatores enddgenos) e pela
exposicdo a fatores exdgenos (LIOCHEV, 2013; DIAS et al., 2010; CHORILLI, et al.,
2007; MACHADO et al., 2008).

Os radicais livres tém papel no sistema imunoldgico pois apresentam acéo
bactericida, fungicida, virética, agindo como uma espetacular barreira de defesa do
organismo frente a presenca de microrganismos (RAHMAN, 2007).

No entanto, seu excesso acarreta efeitos prejudiciais, tais como a
lipoperoxidagdo de membranas e oxidagdo de proteinas (SILVA et al., 2011). Alguns
exemplos de radicais livres séo: radical hidroxila (-OH), anion superéxido (O2-), radical

peroxil (ROO), radical alcoxil (- RO) e oxido nitrico (- NO). Entre esses radicais livres,
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0 -OH e O2- sdo os que tém maior importancia biologica, pois sdo formados durante o
processo normal ou exacerbados da reducédo de oxigénio molecular (O2) no interior
das mitocondrias. Embora o Oz ndo seja um radical livre, pode favorecer a formagéo
de espécies radicalares (ISSA et al., 2006; FUSCO et al., 2007; JOMOVA & VALKO,
2011).

1.5 Antioxidante e Defesa antioxidante

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual e pode ser definido como
uma familia heterogénea de moléculas naturais, presentes em baixas concentracgoes,
comparativamente as biomoléculas que supostamente protegeriam o organismo,
podendo prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo (HALLIWEL, 2012;
TIEPPO, 2007).

Dentre os antioxidantes presentes na natureza os compostos fendlicos séo os
mais encontrados e que apresentam maior acao antioxidante, sendo muito utilizados
em industrias alimenticias a fim de prevenir oxidag6es lipidicas, contribuindo para a
gualidade nutricional do alimento e, de promover beneficios a saude humana
reduzindo os danos provocados por espécies reativas (PRADO, 2009).

Os fendlicos tais como os flavonoides (antocianinas, flavondis e seus
derivados), acidos fendlicos (acidos benzoicos, cinamico e seus derivados), fendis
simples, cumarinas, ligninas e tocoferois (ANGELO & JORGE, 2007) s&o
responsaveis pela desativagao de radicais livres como os superperoxidos (O2e), as
hidroxilas (OH¢), os hidroperéxidos (HOZ2¢), os oxidos nitricos (NO¢), os dioxidos de
nitrogénio (NO2¢) (BISCARO, 2009), radicais derivados de tidis (RSe), espécies
reativas de cloro, de carbono e complexos de metais de transicao, principalmente Fe,
Cu, Mn e Cr (HUBER et al., 2012), sendo as hidroxilas as mais reativas em lesionar
moléculas celulares e o0s perdxidos responsaveis por danificar o DNA celular
(BISCARO, 2009).

Os antioxidantes secundarios retardam a etapa de iniciacdo da autoxidacéo,
por meio de mecanismos diferentes, como complexacdo de metais, sequestro de
oxigénio, decomposicdo de hidroperéxidos, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou
desativacdo de oxigénio singlete, dando origem as espécies ndo radicais (ANGELO &
JORGE, 2007).
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Desse modo, 0 mecanismo de acdo dos compostos fendlicos permite a reducao
da oxidacao lipidica em tecidos, vegetal e animal, contribuindo com a conservacao e
gualidade do alimento, além de promover a reducao do risco de desenvolvimento de
patologias, como hipertensao, arteriosclerose e cancer (ANGELO & JORGE, 2007).

A acdo antioxidante dos compostos fendlicos depende de fatores como
absorcdo e metabolismo os quais sdo determinados pela estrutura quimica
(BALASUNDRAM et al., 2006; MELO et al.,, 2011), a conjugacdo com outros
compostos fendlicos, o grau de glicosilagcdo/acilagdo, tamanho molecular, solubilidade
(BALASUNDRAM et al., 2006) e concentragéo deles no alimento (MELO et al., 2011).

Os fendlicos apresentam em sua estrutura quimica pelo menos um anel
aromatico, unido a uma ou mais hidroxilas (SOUSA et al., 2011), sendo o0 numero e a
posicdo dessas hidroxilas na cadeia determinantes para o0 modo de complexar os
radicais livres e a intensidade da acdo antioxidante (MELO et al., 2011; SOUSA et al.,
2011).

Os flavonoides atuam eliminando espécies reativas oxidantes, como anion
superoxido, hidroxilas e radicais peroxil (HASSIMOTTO et al., 2005) e sequestrando
guelantes de metais capazes de catalisar a peroxidacdo de lipideos (HUBER &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008), sendo sua capacidade antioxidante determinada pelas
caracteristicas estruturais e natureza de substituicbes nos anéis B e C
(BALASUNDRAM et al., 2006) o nimero e a posicao dos grupos de hidrogénio e suas
conjugacodes; e a presenca de elétrons nos anéis benzénicos (ROCKENBACH et al.,
2008).

A substituicdo de grupos hidroxila no anel B dos flavonoides por grupos metoxil
altera o potencial redox, o que modifica a capacidade de capturar os radicais pelos
flavonoides. A presenca de uma ligacao dupla entre C2 e C3, conjugado com 0 grupo
4-o0xo no anel C aumenta a capacidade antioxidante dos flavonoides
(BALASUNDRAM et al., 2006). Flavonoides com grupos hidroxila nas posicdes 3, 4 e
5 do anel B apresentam maior potencial antioxidante do que compostos com apenas
um grupo hidroxila (ROCKENBACH et al., 2008).

1.6 Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante

Os métodos DPPH e ABTS séo relativamente simples, rapidos e de baixo custo
para se realizarem (PRADO, 2009; TIVERON, 2010). As técnicas se baseiam em
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reacOes de transferéncia de elétron, em que um composto antioxidante reduz um
substrato oxidante por meio da transferéncia de elétrons (PAZINATTO, 2008).

O meétodo DPPH, sugerido em meados da década de 50, a priori era utilizado
para descobrir doadores de hidrogénio em produtos naturais e apos algumas décadas
comecgou a ser aplicado na determinacdo do potencial antioxidante em fendlicos na
forma individual ou em conjunto (TIVERON, 2010).

O DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil) € um radical nitrogénio organico estavel de
cor violeta intenso com espectro de absorcédo de UV-Vis maxima em 515 nm em meio
metandlico. Esse radical simula as espécies reativas de oxigénio (ROS) e ao receber
um elétron do agente antioxidante tem seu elétron emparelhado (Figura 2) e sua
intensidade de coloracdo reduzida até amarela (PAZINATTO, 2008), podendo ser
medida a atividade antioxidante pelo método de espectrofotometria no comprimento
de onda 517 nm, onde a medida que o antioxidante vai inativando os radicais por meio
da doacdo de elétron ocorre a diminuicdo da intensidade da coloracdo violeta
(TIVERON, 2010), ou seja, a reducao da absorbancia € proporcional a concentracao

e a atividade antioxidante da amostra (RIBEIRO, 2011).
A Swe
?Ll' + A-H —> .?L'H +

OzN\©/N02 OzN\©/N02

N02 NO:
DPPH DPPH-H
(purple, 517 nm) (colorless)

Figura 2. Representagdo esquematica do DPPH.

Fonte: http://grupiv.wordpress.com/files/2009/10/dpph.jpg

O ABTS (Figura 3) € um método caracterizado pelo sequestro de radicais
cations ABTS++ por antioxidantes presentes na reagdo em longo prazo (PEREIRA,
2009), sendo um método indireto com boa estabilidade assim como o DPPH
(TIVERON, 2010).
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Figura 3. Representacdo esquemética do ABTS. Fonte: PEREIRA, 2009.
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A leitura se d& por meio da absorbancia lida em espectro de absor¢édo de UV-
Vis maxima em 734 nm, a medida que a captura do radical vai ocorrendo, ha um
decréscimo da absorbéancia, visualizada pela reducdo da intensidade da cor do
composto (PEREIRA, 2009).

Apresenta a vantagem, em relagdo ao DPPH, de ser soluvel tanto em solventes
agquosos como em organicos, ndo sendo afetado pela forca iénica, assim pode ser
aplicado na determinacao da capacidade antioxidante de extratos e fluidos corpéreos,
hidrofilicos e lipofilicos (RIBEIRO, 2011).

1.7 Cromatografia Contracorrente (CCC)

A cromatografia contracorrente (CCC) é uma técnica de separagdo por meio da
particdo da amostra em um sistema liquido-liquido, sem envolver uma fase sélida. A
fase estacionaria (FE) e a fase movel (FM) séo liquidos imisciveis, obtidas a partir de
uma mistura de solventes previamente equilibrados. A proporcao relativa dos solutos
da amostra em cada uma das fases esta relacionada aos respectivos coeficientes de
particdo (MARSTON, HOSTETTMANN,2006).

Em CCC, a eficiéncia do processo esta relacionada a retencao da FE na coluna.
A variacdo no volume relativo de FE na coluna é capaz de modificar a resolucao entre
compostos com diferentes coeficientes de particdo, melhorando a eficiéncia de uma
separacao especifica (SUTHERLAND, 2007). Dispondo apenas de alguns solventes
de uso comum, pode-se ter grande variedade de sistemas de solventes, apenas

variando as proporcdes de cada solvente no sistema (HUANG, 2015).
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Principio Fundamental da CCC

O principio de separacdo em CCC é baseado na particdo de um soluto entre
duas fases liquidas imisciveis, uma sendo mantida estacionaria no interior da coluna,
e outra movel, no processo cromatografico dentro da coluna. A FE é mantida no
interior da coluna devido ao campo de for¢ca gravitacional gerado no equipamento,
combinacédo dos movimentos sincronos de rotacao e revolucéo (ITO, 2005).

A Figura 4A ilustra um equipamento que realiza este movimento planetario,
conhecido como “tipo J”, em que os eixos de rotacido e revolugcado sao paralelos. A
estrutura na qual a coluna esté enrolada gira em torno do seu préprio eixo e em torno
do eixo central do equipamento na mesma velocidade angular e na mesma direcao
(ITO, 2005). Este movimento mantém a fase menos densa do sistema em uma das
extremidades da coluna, chamada de cabeca, enquanto a fase mais densa tende a se
movimentar em direcdo a outra extremidade, chamada de cauda (MINGUILLON,
2012; ITO, 1981).

No modo normal, a coluna é preenchida pela fase mais densa (fase inferior) e,
entdo, a FM de menor densidade (fase superior) € bombeada da cauda para a cabeca
da coluna. Ja no modo reverso, a coluna € preenchida com a fase menos densa e a
fase mais densa é bombeada da cabeca para a cauda. Desta forma, com velocidade
de rotacdo e vazao adequadas, é possivel reter mais de 50% de FE na coluna, que é
o percentual minimo indicado para separacées eficientes (MINGUILLON, 2011; ITO,
1981).

Este comportamento proporciona, ainda, um eficiente contato do soluto com as
duas fases liquidas. Na Figura 4B é possivel observar um esquema com Varias
posicdes (I, II, Il e IV) que a coluna atinge durante o movimento planetario. O interior
da coluna é dividido em zonas diferentes, no que se refere a forga gravitacional
resultante (Figura 4C). Proximo ao eixo central de rota¢do ocorre a mistura das duas
fases liquidas, e na regido restante tem-se a zona de decantacdo, em que 0 campo
de forca gravitacional é alto (MINGUILLON, 2011). Desse modo, o campo de forca
gravitacional produzido no interior da coluna é alternante e ndo constante. Estabelece-
se um equilibrio hidrodindmico entre as fases, sendo que cada uma delas pode

ocupar, aproximadamente, metade do volume total da coluna (ITO, 1981).
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Figura 4.Principio da técnica de cromatografia contra corrente. Legenda: (A) Coluna espiral de
equilibrio hidrodinamico que realiza movimento planetario sincrono “tipo J”; (B) Distribuicdo das fases
no interior da coluna espiral em diferentes momentos do movimento (I, Il, Il e 1V); (C) Distribuicdo das
fases em volta da coluna espiral. FI: Fase inferior; FS: Fase Superior. Fonte: Adaptado de ITO, 2005;

ITO, 2014.

Em CCC, o coeficiente de particdo (K) é calculado como a razdo entre a
concentracéo de soluto na FE por aquela na FM. A faixa mais indicada de valores de
K é de 0,4 a 2,5. Valores baixos indicam afinidade do soluto pela FM, o que pode levar
a eluicdo junto ao front de solvente, enquanto valores elevados estdo associados a
maior interagdo com a FE, levando a tempos de corrida mais longos (FRIESEN et al.,
2005).

Sistemas de Solventes

A maior parte dos sistemas de solventes utilizados em CCC sao misturas
ternarias ou quaternarias contendo agua e solventes organicos, que se separam em
duas fases, a superior e a inferior. Sistemas que contém heptano ou hexano, acetato
de etila, metanol e agua em diferentes propor¢cfes sdo eficazes na separacdo de
substancias em uma ampla faixa de polaridade, abrangendo compostos lipofilicos até
moderadamente polares (FRIESEN, 2007).

Composic¢oes pré-definidas desses solventes sdo propostas e tabeladas, sendo
uma delas conhecida como sistema Arizona, com nomenclatura de A a Z para as
diferentes proporcdes. Em geral, esses sistemas se separam em duas fases
rapidamente, 0 que esta relacionado a processos com boa retencdo de FE (ITO,
2005).

Selec¢do do sistema de solventes bifasico (SSB)

Em CCC, a etapa critica é a selecédo do sistema de solventes bifasico (SSB),

pois a FE e a FM néo sdo independentes, a composi¢cao de cada uma das fases esta
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relacionada ao equilibrio formado entres ambas. Por esta raz&o, ndo é possivel
escolher a FE separadamente da FM, sdo escolhidas em uma mesma etapa,
avaliando a natureza e a proporcao de cada componente da mistura de solventes que
formara as duas fases (FRIESEN et al., 2015).

Para selecionar o sistema de solventes por CCD, uma por¢do de amostra €
dissolvida em SSB com mesmo volume de fase inferior e superior. Aliquotas iguais
coletadas de ambas as fases séo aplicadas em uma placa cromatografica de silica e
eluidas com a fase menos polar, avaliando-se entdo os valores de Rf dos
componentes a serem separados (FRIESEN et al., 2005).

Modos de Eluicdo

As aplicagcdes mais convencionais de CCC utilizam um sistema de solventes
em modo de eluicdo isocratico para separacdo de componentes majoritarios de
misturas complexas (BERTHOD et al., 2009).

Diversas alternativas tém sido empregadas visando o isolamento de compostos
de diferentes polaridades, por exemplo, a eluicdo em gradiente de polaridade. Alterar
a proporgdo dos solventes da FM durante a corrida de CCC foi uma das primeiras
estratégias empregadas para separar componentes com uma ampla faixa de valores
de K de uma mistura complexa (IGNATOVA et al., 2011).

O gradiente pode ser linear ou ndo, sendo este ultimo o mais empregado, no
gual em algum ponto da corrida com o sistema de solventes primario € bombeada
uma nova FM. Tipicamente, em uma corrida em modo reverso, a nova FM é composta
por uma proporcdo menos polar dos mesmos solventes utilizados no SSB original,
para eluir os analitos de menor polaridade (HUANG et al., 2016).

A eluicdo com a extrusdo da FE é voltada para separacdo de amostras
complexas, em que os solutos possuem grandes diferencas de polaridade entre si. O
objetivo é acelerar a eluicdo dos compostos retidos na FE, ou seja, aqueles com
maiores valores de K, que levariam mais tempo para serem eluidos na FM (HU & PAN,
2012).

Sistemas de Deteccao

Embora seja recomendado o monitoramento continuo do processo de
separacdo, ndo € necessario que exista um sistema de deteccdo acoplado ao
equipamento de CCC. Uma vez que o SSB e as condi¢des cromatograficas estejam

definidos, as fracOes coletadas podem ser analisadas posteriormente por CCD. De
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modo geral, os equipamentos de CCC séo acoplados aos mesmos detectores
utilizados em CLAE. A detecc¢dao por ultravioleta (UV)-visivel de forma continua € a de
maior emprego, sendo que 87% dos cromatogramas apresentados em isolamento de

produtos naturais por CCC empregam este detector (FRIESEN et al., 2015).

Versatilidade da CCC

A CCC esta estabelecida como uma técnica de separacdo preparativa e,
apesar do seu surgimento na década de 1970, segue em evolucdo, sendo que uma
parcela dos artigos publicados na area é referente ao desenvolvimento de novos
instrumentos ou novos métodos de eluicdo (BUTTENBENDER et al., 2018). Dessa
forma, a CCC representa uma ferramenta excelente na obtencéo de padrdes quimicos
de origem vegetal, pela simplicidade de operacéo, eficiéncia, economia de tempo e
de solvente (LEITAO, 2005).

2. JUSTIFICATIVA

O estudo do aproveitamento dos residuos é de grande importancia e visa
encontrar solucdes e novas tecnologias que possam ser implementadas,
potencializando a utilizacdo dos residuos de forma sustentavel e viavel com um
retorno econdmico consideravel, e minimizando os impactos no meio, o que contribui
para a preservacao dos recursos florestais (BRAZ et al., 2014).

Um dos maiores gargalos no setor madeireiro € o enorme desperdicio, pois boa
parte da madeira se torna rejeito e sua destinacéo final incorreta tem ocasionado
varios problemas ambientais (CLEMENT & HIGUCHI, 2006).

Em Itacoatiara, os residuos sdo destinados na geracdo de energia, na
agricultura ou simplesmente sdo acumulados no préprio local de origem (KOURY et
al., 2013). Estes residuos sdo gerados a partir de diferentes espécies e essa
biodiversidade detém inimeras substancias biologicamente ativas (GARCIA, 1995).

A natureza nos oferece verdadeiros tesouros em forma de moléculas quimicas,
de substancias com potencial terapéutico, onde muitas delas de grande complexidade
estrutural, inviabilizaria técnica e economicamente a sintese organica de tais
substéancias (LOPES et al., 2012).
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Estudos realizados na Regido Amazdnica, apontam a presenca de substancias
bioativas em cascas e cernes, tais como flavonoides, terpenoides, esteroides, taninos
e alcaloides (BARBOSA et al., 2006).

A importancia dos radicais livres no metabolismo celular vem se tornando clara,
em funcdo de intensa investigagdo em varios campos, incluindo estudos da
peroxidacao lipidica, sistemas de oxi redutase e no papel da superoxido dismutase. O
interesse por radicais livres e antioxidantes tem se intensificado ultimamente, pelo
possivel papel dessas substancias na patogénese de diversas doencas
(WINTERBOURN, 2008).

Os produtos naturais tém desempenhado um papel cada vez mais importante
na industria farmacéutica, de cosméticos, flavorizantes e suplementos alimentares.
Devido a preocupacdo crescente com a saude e o meio-ambiente, varios produtos a
base de produtos naturais (extratos ou substancias puras) tém sido desenvolvidos
para uso medicinal ou como alimentos funcionais, aditivos em cosméticos ou outros
produtos de uso pessoal diario ou para o cuidado da casa (ZHANG, 2003).

Portanto, novas formas de utilizacdo para o aproveitamento dos residuos
florestais devem ser inseridas, a fim de acabar com os problemas de desperdicio de
matéria prima, agregando valor e elevando a demanda de novos produtos, tecnologias
e servicos de forma sustentavel, assegurando a conservacdo dos recursos naturais
(BRAZ et al., 2014).

O potencial quimico desta familia, bem como a disponibilidade dos residuos
gerados na industria madeireira estimularam a investigagdo dos metabdlitos
secundarios com intuito de contribuir com conhecimento cientifico e auxiliar na cadeia

produtiva desse setor.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Caracterizar os constituintes quimicos e determinar a acdo antioxidante do

extrato e fragdes da casca de Diplotropis racemosa (Leguminosae).

3.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar os grupos quimicos do extrato bruto e fragdes por ensaios cromaticos
e cromatografia em camada delgada;

b) Definir sistemas de fracionamento utilizando a técnica de cromatografia em
contracorrente de alta performance;

c) Avaliar atividade antioxidante frente ao radical DPPH, quantificar o teor de fendis
totais e avaliar a atividade sequestrante do radical ABTS do extrato bruto e fra¢des;

d) Fracionar e purificar as substancias da fracdo mais ativa;

e) ldentificar as substancias isoladas da fracdo mais ativa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes, Materiais e Equipamentos Utilizados
a) Reagentes

Alcool etilico anidro P.A. (Cinética); n-hexano P.A. (Vetec), cloroférmio P.A.
(Vetec), acetato de etila P.A. (Dindmica), alcool butilico normal P.A. (Dinamica), alcool
metilico P.A. (Synth), metanol grau HPLC (Merck), sulfato de sédio anidro P.A.
(Vetec), cloreto férrico P.A. (Dinamica), anidrido acético P.A. (Vetec), acido férmico
(Synth), &cido sulfarico P.A. (Synth), acido cloridrico P.A. (Synth), hidroxido de sédio
em lentilhas P.A. (Synth), nitrato de bismuto P.A. (Merck), acido acético glacial P.A
(Vetec), iodeto de Potassio P.A. (Synth), vanilina P.A. (Vetec), diclorometano P.A.
(Dindmica), polietilenoglicol 400 U.S.P. — PEG (Synth), 2-aminoetildifenilborinato - NP
(Sigma-Aldrich), acetonitrila P.A. (Vetec), 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH (Sigma-
Aldrich), quercetina (Sigma-Aldrich), DMSO deuterado (Sigma-Aldrich), Metanol
deuterado (Sigma-Aldrich).

b) Materiais
Placas cromatograficas de silica Gel 60 F254 (Sigma-Aldrich), fita para medigéo
de pH (Macherey-Nagel) e microcapilar aferido (Sigma-Aldrich).

¢) Equipamentos

Balanca analitica (Marte), balanca analitica (Shimadzu), camara escura BT
107/UV (Biothec), em chapa aquecedora (Corning PC-4200), manta aquecedora
12000 mL (Fisaton), rotaevaparodor (Fisaton), ultrassom (Quimis), capela (Quimis),
bomba de vacuo — sl 061 (Solab), banho maria sl 150 (Solab), banho ultratermostato
(Quimis), moinho de Facas (Solab), estufa de circulacdo forcada de ar (Nova Etica) e
TLC visualizer (Camag). Os equipamentos utilizados para separacdo e purificacédo
estdo descritos a seguir, assim como as técnicas aplicadas para identificacdo das

substancias quimicas.

c.1 HPCCC Spectrum (Dynamic extractions): consiste em duas bobinas com

duas colunas: analitica (24 mL) e uma coluna preparativa (136 mL). Conectado a um
Chiller da marca (Lab Tec) modelo Smart H150-1500 mantendo a temperatura da

agua em 8 °C. e a uma bomba da marca (Alpha) onde o fluxo pode variar de 0-10
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mL/min para impulsionar a FM e a FE para dentro da coluna. A velocidade de rotacao

do cromatdégrafo foi de 1600 rpm, com temperatura a 20 °C.

c.2 Espectrometro de massas (EM): As analises dos extratos e fragcbes foram

realizadas no Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM)
Central Analitica-UFAM. Foi utilizada o espectrometro de massas LQC Fleet (Thermo
Scientific®), com fonte de ionizacdo eletrospray (ESI) e APCI, modo negativo de
lonizagao [M+H]-. Os espectros foram obtidos em uma faixa de 100-1000 Da com a
voltagem do spray de 4,9 Kv, temperatura do capilar de 280 °C e voltagem do capilar
de 26 V. Todas amostras foram preparadas na concentracdo de 1 mg/mL em metanol
(grau CLAE da marca Tédia), em seguida 20 pL foram retirados e em um outro frasco
avolumados para 1 mL de metanol. Os espectros obtidos foram processados no
programa Xcalibur 2.0.7. e comparados com os dados da literatura. As substancias

isoladas, também foram analisadas nas mesmas condicdes relatadas.

c.3 Cromatografo liquido acoplado ao espectrobmetro de massas (CL-EM): as

fracOes foram solubilizadas em MetOH a 1 mg/mL e injetadas (2 uL) em uma coluna
Phenomenex Luna C18 (5 um, 150 x 4,6 mm d.i.) (Torrance, CA, EUA). As separacoes
foram realizadas por um sistema Accela HPLC (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EUA). A fase movel consistiu em solugcéo aquosa de acido férmico a 1% (A) e metanol
(B) a uma vazdo de 1 mL minl. A fase mével A foi realizada em modo gradiente
consistindo de 20% de B a 100% de B ao longo de 20 min, seguido de 10 min no modo
isocratico com 100% de B. As absorbancias foram registadas de 240 a 400 nm. A
saida do detector de arranjo de diodos (DAD) foi conectada através de uma valvula
dividida (vazéo de 0,3 mL. min'') a um espectrometro de massas triplo quadrupolo
modelo TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), equipado com
interface de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI) e funcionamento no
modo ion negativo. As configuracfes de ionizacdo foram as seguintes: tensao de
pulverizacdo, 3000 V; pressdo do gas de bainha, 35 (arb); pressdo de gas de
varredura de ion, 0,0 (arb); presséo de gés auxiliar, 15 (arb); temperatura capilar, 270;
desvio capilar, =35 V; deslocamento do skimmer, 0 V; faixa de massa, m / z 150 a

950; energia de colisdo, 30 eV., software Xcalibur.
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c.4 Cromatografo liquido de alta eficiéncia: As fra¢des obtidas no HPCCC foram

analisadas em aparelho Shimadzu LC-20AT HPLC, coluna analitica Shim — Pack
Prep-ODS Coluna C18 (4,6 mm DI x 250 mm, tamanho da particula 5 um) mantida a
28 °C, equipado com controlador de sistema CBM-20A, detector SPD-M20A UV-vis,
bomba LC- 6AD, auto injetor SIL 20A, degaseificador DGU-20A5 e estacdo de
trabalho Shimadzu LC-solucéo. O sistema de eluicéo foi realizado no modo isocrético
em fase reversa, sendo metanol a 20% e agua ultra pura acidificada com &cido férmico
com um fluxo de 1,0 mL / min a 10 mL/min e injecéo de 10 pL a 200 pL das amostras,
sendo no modo analitico e semi-preparativa, respectivamente. O comprimento de

onda do detector foi regulado para 254 e 364 nm.

c.5 Ressonadncia Magnética Nuclear: as fracbes purificadas foram

encaminhadas para identificacdo das substancias por RMN de 'H, 3C, DEPT 135,
COSY, HSQC e HMBC. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear (NMRLAB), na central analitica na UFAM, no
equipamento Bruker advance Ill HD MhZ MRI, 500 MHz. Para diluicdo das fracdes
utilizou DMSO deuterado.

4.2 Coleta do vegetal

As cascas de Diplotropis racemosa (Hoehne) Amshoff, foram coletadas no ano
de 2014 no préprio patio da empresa Mil Madeireiras Preciosas Ltda., localizada na
Rodovia AM-363, km 1,5 — Zona Rural, Itacoatiara — Amazonas— Brasil. O responsavel
técnico da empresa repassou as seguintes coordenadas geograficas do local exato
da coleta da arvore: latitude -2°38'51.71” e longitude -58°26'58.659”, ndo sendo
possivel acompanhar a equipe de extracéo, devido ao local ser uma area de mata

fechada conforme demostrado na Figura 5.
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Figura 5. Localizacéo da extragcao da espécie madeireira D. racemosa.

Fonte: http://www.dpi.inpe.br/calcula/. 2019.

A identificacdo da espécie foi realizada pelo pesquisador Jorge Alves de
Freitas, anatomista de Madeira do Laboratério de Anatomia e ldentificacdo de
Madeiras/Xiloteca do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA) com o

namero de registro 574189.

4.3 Extracao e Fracionamento da casca de D. racemosa

As cascas foram secas em estufa de ar quente circulante a 40°C por 72 horas
(Figura 6.A) e trituradas em moinho de facas. Para o processo extrativo, 1 kg de
material foi submetido a extragdo por maceragcdo com etanol 70%, sob refluxo, por
trés dias consecutivos (Figura 6.B). O extrato foi concentrado em evaporador rotativo
a 45° C (Figura 6.C). Cerca de 1 L de extrato aquoso foi obtido apés a remocao do
etanol, sendo 300 mL para o extrato seco B-LSP e 700 mL foi utilizado para
fracionamento.

Em ordem crescente de polaridade (hexano>cloroférmio>acetato de
etila>butanol), realizou a particéo liquido-liquido em um funil de separacéo (Figura
6.D), utilizando os seguintes solventes: n-hexano, cloroférmio, acetato de etila e
butanol, sendo trés reparticdo de 200 mL para cada solvente. O residuo resultante
apos o término da particdo com butanol denominou-se de fracdo hidroalcodlica. O

processo executado esta demonstrado na Figura 7.
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D. Fracionamento

C. Rotaevaporacao

B. Extragéo sob
refluxo

A. Secagem das cascas

Figura 6. Processo de obtencéo de extrato e fracées de D. racemosa

Cascas 1 kg

1) EtOH 70% (3 X 3L, 60 °C, 30 min)
2) Evaporagéo do EtOH

Extrato Extrato
Hidroalcooélico seco Hidroalcodlico
(43,45 g)
a) Extracdo sequencial com: 1) hexano,
cloroférmio, 3) acetato de etila, 4) butanol.
b) Evaporacéo e secagem
1) 2) 3) 4) 5)
Fracdo em Fracdo em Fracéo em Fracéo em Fragé&o
n-hexano Cloroformio Acetato de etila Butanol Hidroalcodlica
M:0,2317 g M:2,29¢g M: 1,519 M: 8,409 M: 26,66 ¢

Figura 7. Fluxograma do fracionamento geral do extrato.

4.4 Prospeccao Fitoquimica em Tubos

4.4.1 Caracterizacdo de Fendlicos

A prospeccdo fitoquimica em tubos para analise de compostos fendlicos foi
realizada seguindo a metodologia de Matos (2009) com o extrato bruto B-LSP e as
fracOes em acetato de etila, butandlica e hidroalcodlica. Essa analise consiste em 4

etapas:
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a) Preparacao da solucao estoque

Com aproximadamente 300 mg do extrato bruto B-LSP realizou uma extracao
com cloroférmio (CHCI3). O residuo insolivel em CHCIs foi solubilizado em metanol a
70%. A solucdo hidrometandlica resultante foi filtrada para um baldo volumétrico de
100 mL e o seu volume foi completado com este mesmo solvente. O potencial de
hidrogénio (pH) desta solucéo foi ajustado para 4 acrescentando solucdo de acido
cloridrico (HCI) 0,1 mol/L, utilizando fita de pH como medidor.

Todos os ensaios desta andlise fitoquimica foram realizados a partir desta
solugcéo-estoque e em triplicata, sendo num total de 60 tubos de ensaio. Na
preparacdo das solucdes das fracdes acetato de etila (B-LSP03), butandlica (B-
LSP04) e hidroalcolica (B-LSP05) foram pesados 30 mg e realizou o mesmo

procedimento descrito acima, no entanto, sem realizar a extragdo com o CHCls.

b) Teste para fendis e taninos
Foram adicionados 3 mL da solucdo estoque ao tubo numero 1. A este tubo
adicionou trés gotas de solucéo alcodlica de cloreto férrico (FeCls). A alteracéo da cor

apos a reacao foi observada e comparada com o branco negativo de cada amostra.

c) Teste para antocianidinas, antocianinas e flavonoides

Foram adicionados aos tubos enumerados de 2 a 4 cerca de 3 mL da solugéo
estoque. O tubo n° 2, teve a solucdo ajustada com adicdo de HCI para o pH 3; os
tubos de n° 3 e n° 4 tiveram as solucdes ajustadas com adi¢cao de hidroxido de sodio
0,1 mol/L até atingir o pH 8 e pH 11, respectivamente. Apds alguns minutos, observou
se haveria mudanca nas coloragdes das solu¢des, comparando com o branco de cada

amostra.

d) Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Cerca de 3 mL da solucao estoque foram adicionados nos tubos n° 5 e n° 6,
sendo necessario ajustar o pH do tubo n° 5 para 3 com adi¢do de HCI 0,1 mol/L e a
solucéo do tubo n° 6 ajustada para pH 11 com adicdo de NaOH 0,1 mol/L. Os tubos
foram submetidos a aguecimento no bico de Bunsen por cerca de 2 minutos e, apos

esse periodo, a coloracéo foi observada e comparada com o branco de cada amostra.
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4.4.2 Caracterizacao de Terpenos (Lieberman-Burchard)

Pesou 300 mg de extrato bruto (B-LSP) e 30 mg das fracbes acetato de etila
(B-LSP1), cloroférmica (B-LSP02) e acetato de etila (B-LSP03), posteriormente
solubilizadas em CHCIs. As solugbes em cloroférmio foram filtradas para um tubo de
ensaio seco. Acrescentou anidrido acético (CHsCO):0, agitou e adicionou
cuidadosamente acido sulfarico (H2SO4) 0,1 mol/L. Apos uma leve agitacdo foram
observados se houve mudanca na coloracao das solu¢des para verde com precipitado
e/ou vermelho, cores caracteristicas dos terpenos, segundo a metodologia de Matos
(2009).

4.4.3 Caracterizacado de Saponinas

Pesou 300 mg de extrato bruto (B-LSP) e 30 mg das fracbes acetato de etila
(B-LSPO03), butandlica (B-LSP04) e hidroalcéolica (B-LSPO05), sendo dissolvidas com
agua destilada e posteriormente filtradas. Os tubos foram agitados separadamente

por trés minutos e foram observados quanto a formacao de espuma (MATOS, 2009).

e Teste Confirmatorio para saponinas: Adicionou HCI 0,1 mol/L ao contetdo dos
tubos preparados no teste anterior e deixou imerso por 1 h em banho-maria. Apos
a retirada dos tubos, esperou o resfriamento, neutralizagdo com NaOH 0,1 mol/L
e agitacao por 3 minutos, posteriormente foi observado a auséncia e/ou presenca
de espuma e precipitados. Apés a confirmacdo para saponinas, ocorreu a
extracdo com CHCIs para realizar o teste de Lieberman-Buchard (4.4.2), segundo

metodologia de Matos, 2009.

4.4.4 Caracterizacao de Alcaloides

Pesou cerca de 500 mg de extrato bruto (B-LSP) e 300 mg das fracdes
butandlica (B-LSP04) e hidroalcéolica (B-LSP05), em seguida foram realizadas
extracbes com CHCIs e posteriormente filtradas. A porgéo insoluvel em CHCIs foi
homogeneizada com agua acidificada e filtrada.

As solucdes filtradas foram basificadas com hidroxido de aménio (NH4OH) a
0,1 mol/L até atingir o pH 11. Em seguida, realizou uma extracdo com CHCls,
coletando a fase orgéanica e transferindo para outro tubo de ensaio. Novamente
acidificou a solucéo para pH 4 com adi¢cao de HCl e em seguida basificou 0 meio para
pH 11 com adicdo de NH4+OH.
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Realizou uma segunda extracdo com CHCIs coletando a fase orgéanica e
transferindo para o tubo de ensaio contendo a solucédo da primeira extracdo. Apos o
término das extracdes acrescentou gotas de HCI, ocasionando a formacédo de duas
fases, sendo retirada a fase aquosa (superior) e transferindo-a para outro tubo de
ensaio, posteriormente adicionou gotas do reagente de Dragendorff e foram
observados quanto a formacao de precipitados insollveis, segundo metodologia de
Simdes et al., 2017.

4.5 Prospeccéo Fitoquimica em Cromatografia de Camada Delgada
A prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada delgada (CCD) foi

realizada seguindo a metodologia de Guimarées, 2005:

a) Procedimento

Numa balanca analitica pesou 5 mg de B-LSP e das fracdes B-LSPO1, B-
LSP02, B-LSPO03, B-LSP04 e B-LSPO05, utilizando metanol para diluicdo das amostras,
sendo a concentracéo final de 30 mg/mL. Aplicou nas placas o volume de 10 yL das
solucBes do extrato bruto e fragdes, com o auxilio de um microcapilar aferido.

As placas de gel de silica foram cortadas na medida de: 8 (cm) de comprimento
X 6,5 (cm) de largura. No processo cromatografico foi permitido aos eluentes
percorrerem a distancia de 7 cm. O procedimento € ilustrado na Figura 8. Os eluentes

e reveladores foram descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Eluentes e reveladores empregados em CCD

Eluentes Composicéao Proporcéo Reveladores
A EtOAc — CH202 — CH3COOH — Hz20 100:11:11:26 NP/PEG
B CHCLs — CH3sOH — CH3sCOOH - H.0  60:32:12:8 Sulfato cérico
BAW ButOH — CH3COOH - H20 4:1:5 DPPH.
HAcet CeH14 — EtOAC 73 Vanilina

As placas reveladas com NP/PEG foram observadas na Camara Escura BT
107/UV em 365 nm. A placas foram reveladas em vanilina sulfurica e sulfato cérico
sendo aquecidas em chapa aquecedora e em seguida calculou-se o Rf (fator de

retencao).
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Figura 8. Etapas da preparacdo do processo cromatogréfico

4.6 Preparacao de Solucbes Reveladoras

Durante o processo cromatografico utilizou 5 reveladores diferentes, no qual a

composicao e o0 modo de preparo estao descritos na tabela 2.

Tabela 2. Reagentes de pulverizag

ao

REVELADORES

MODO DE PREPARO

DETECCAO

NP/PEG

Solucdo 1: dissolveu 1g do éster
difenilboriloxietilamina (NP) em de
metanol.

Solugdo 2: dissolveu 5 g de
polietilenoglicol 4000 (PEG) em 100
mL de etanol.

Borrifou primeiramente com a
solugdo 1 e em seguida com a
solucéo 2.

Flavonoides e outros fenélicos
(WAGNER & BLADT, 2001).

Sulfato cérico

Dissolveu 2 g de sulfato cérico em 55
mL de &cido sulfurico concentrado
sob um banho de gelo e, em seguida
completou com 1000 mL de agua
destilada.

Flavonoides

(GUIMARAES, 2005).

Vanilina sulfarica

Solugéo 1: misturou 5 mL de &cido
sulftrico em 100 mL de etanol.
Solucéo 2: dissolveu 1 g de vanilina
em etanol e completou o volume
com etanol até 100 mL.

Terpenos, derivados
fenilpropanoides e fenois
(WAGNER & BLADT, 2001).
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e Borrifou primeiramente com a
solucdo 1, e em seguida com a
solugao 2. Aqueceu a placaa 100 °C
por cinco minutos.

e Solucdo estoque: 25 mL de &cido
acético, 2,6 g de carbonato basico
de bismuto e 7,0 g de iodeto de s6dio
foram misturados e aquecidos por
alguns minutos.

e O precipitado de acetato de sodio
formado foi filtrado apés 12 horas, 20
mL desta solugcdo foram misturados
a 80 mL de acetato de etila e 0,5 mL (WAGNER & BLADT, 2001)
de &gua destilada. A solucdo foi
conservada em frasco escuro.

e Solucdo reagente: misturou 10 mL
da solugdo estoque, 100 mL de
acido acético e 240 mL de acetato de
etila. Borrifou a placa e observou a
luz natural.

Alcaloides
Dragendorff

e Dissolveu 2,4 mg de DPPH em
alcool metilico e completou o volume
para 100 mL em um baldo
volumétrico com A&lcool metilico,
homogeneizou e transferiu para um (EMBRAPA, 2007).
frasco de vidro a&mbar, devidamente
etiquetado.

Solucédo de DPPH
(radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila) a
0,2%

Teste de capacidade
antioxidante

4.7 Ensaio de Atividade Antioxidante

4.7.1 Ensaio Qualitativo por CCD

O processamento das amostras foi descrito na secéo 4.5 item (a), pagina 41.
O eluente empregado foi BAW (Butanol - Acido acético glacial - agua) (4:1:5) e a placa
foi revelada com DPPH 0,2% em metanol e em seguida deixou a temperatura
ambiente durante 30 minutos. A atividade antioxidante (AA) € positiva quando
manchas amarelas sdo formadas a partir de brangueamento da cor purpura do
reagente DPPH (TEPE et al., 2005).

4.7.2 Ensaio Quantitativo

A atividade sequestrante do radical lipossolavel DPPH foi realizada segundo
metodologia utilizada por Burits e Bucar (2000) com modifica¢cdes para possibilitar que
0 teste fosse realizado em microplacas de 96 pocos. Preparou uma solugao de 0,05

ug/mL de DPPH em etanol, 30 yuL do extrato, padrdo (a4cido galico) e o controle



44

(DMSO) na concentracdo de 1 mg/mL. Com as amostras na microplaca adicionou a
solucdo de DPPH. A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente no
escuro e a leitura foi realizada em 492 nm no leitor de microplaca.

Os calculos de porcentual de inibicdo (%) foram realizados baseando na
absorbéancia do controle e utilizando o programa Excel. Quando o porcentual de
inibicdo foi maior a 50%, foram realizadas até 8 diluicdes consecutivas para obtencéo

dos valores de Clso, calculados pelo programa GraphPad Prism, verséo 6.0.

% inibicdo = 100 - [Absorbancia amostra /Absorbéancia controle] x 100.

4.7.3 Determinacao de Fendis Totais

A concentracao de fendis totais foi quantificada pelo método descrito por Kim
et al. (2013). Inicialmente, 10 puL dos extratos numa concentracdo de 1 mg/ml foram
colocados em cada poc¢o mais 50 pL de Folin-Ciocalteu 10% e incubados no escuro
por 8 minutos a temperatura ambiente. Logo apds esse tempo foi adicionado uma
solucdo saturada de carbonato de sddio 0,4% e incubado novamente por 3 minutos.
Em seguida, foi realizada a leitura na absorbancia em 620 nm no leitor de microplaca,
o teor fendlico das amostras foi expresso em porcentual comparados com padréao
acido gélico e também como pg equivalente a acido gdlico (LgEQAG) quando

comparado a diluicdo consecutiva do padrao.

Fenodis totais (%) = (Absorbéancia amostra/ Absorbancia padréo) x 100

4.7.4 Atividade Sequestrante do Radical ABTS

A atividade antirradical foi avaliada conforme a metodologia descrita por Shanty
(2017). Inicialmente, foi preparada a solugcdo de ABTS* 0,7 mM em 5 mL de agua
deionizada e 5 mL de perssulfato de potassio 2,4 mM. Em seguida, incubou a mistura
reacional em temperatura ambiente na auséncia de luz por 12 horas para obtencao
de uma solucao oxidada de tonalidade azul esverdeada. Antes de plaquear, 0 ABTS*
oxidado foi diluido (1:5) com agua deionizada, apds o plaqueamento incubou por 15
minutos na auséncia de luz a temperatura ambiente e realizou a leitura no leitor de
microplaca em 620 nm. Os resultados foram expressos em porcentual de inibicéo e a
Clso foi calculado através do programa GraphPad Prism 6.0. O padréo utilizado foi o

acido galico.
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% inibicdo = 100 - [Absorbancia amostra /Absorbancia controle] x 100.

Todas as anadlises descritas a partir do tépico 5.7.2 foram realizadas na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM em Manaus sob supervisdo do

professor Emerson Silva Lima.

4.8 Fracionamento e isolamento dos constituintes quimicos

4.8.1 Fracionamento por cromatografia em contra corrente de alta performance
(HPCCC) - High Performance Counter Current Chromatography

O processo de separacao e purificacéo iniciou apos as andlises por CCD, que
direcionou para a escolha dos sistemas a serem empregados no cromatégrafo de
contracorrente.

O equipamento de cromatografia em contracorrente de alta performance,
modelo HPCCC Spectrum da Marca Dinamica Extraction (Figura 9) consiste em duas
bobinas com duas colunas: uma analitica de capacidade de 24 mL e uma coluna
preparativa de 136 mL de volume. O HPCCC foi conectado a um Chiller da marca
Lab Tec modelo Smart H150-1500 mantendo a temperatura da agua em 8 °C. e auma
bomba da marca Alpha onde o fluxo pode variar de 0-10 mL/min para impulsionar a
fase movel e a fase estacionaria para dentro da coluna.

O fluxo da bomba variou entre 1 mL/min. — 10 mL/min, para bombear as fases
mével e estacionéria, de acordo com as caracteristicas das colunas, e o tipo de andlise
(analitica ou preparativa). A velocidade de rotagdo do cromatégrafo foi de 1600 rpm,

com temperatura a 20 °C.
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Figura 9. Modelo HPCCC Spectrum

Durante as injecbes no HPCCC foram avaliados alguns parametros
considerados essenciais para o desenvolvimento do método de isolamento, afim de
otimizar o processo de obtengao das fracdes purificadas ou enriquecidas, podendo

assim avaliar os pontos negativos e positivos da utilizacdo da técnica.

4.8.2 Preparo da amostra e definicdo dos sistemas por CCD

A definicdo dos sistemas de fracionamento do extrato bruto e das fragdes de
Diplotropis racemosa foi realizada por meio de andlises por cromatografia em camada
delgada (CCD). O sistema HEMWAT foi utilizado como referéncia, segundo Garrard
(2005), com variacGes. Segundo a literatura, os sistemas representam misturas de
solventes e sdo numerados de 1 a 28. Os sistemas testados para D. racemosa foram
donumero 17,12,7,5, 4, 4.1, 4.2 e 3, de acordo com o comportamento cromatogréafico
em CCD do extrato e fragbes. A Tabela 3 demonstra os sistemas utilizados.
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Tabela 3. Sistemas de CCC aplicados em CCD

Sistemas i
Hexano Acetatode \etanol Butanol Agua
N®. etila

3 Mais polar 0 2 0 3 5

4.2 4 0 2,25 0 2,75 5

4.1 0 2,50 0 2,50 5
0 3 0 2 5
0 4 0 1 5
1 19 1 0 19

12 1 3 1 0 3

17 1 1 1 0

Fonte: Garrard (2005) com adaptacoes.

Para cada sistema de solvente a ser analisado, foram pesados 5 mg do extrato
bruto B-LSP e 1 mg das fragdes B-LSP03, B-LSP04 e B-LSP05. Em cada frasco,
foram adicionados 1 mL da mistura de solvente a ser analisada. Em seguida, o frasco
foi tampado com rolha de silicone e agitado para a amostra entrar em contato com o
sistema. Posteriormente as fracoes foram deixadas em repouso para a mistura entrar
em equilibrio. Quando a mistura apresentou duas fases, a fase superior (FS) foi
retirada do frasco com o auxilio de uma pipeta automética e transferida para outro
frasco identificado. A fase inferior recebeu a codificacédo (FI). A Figura 10 demonstra
a andlise do extrato bruto e das fragbes com o sistema de nimero 17 e 3, seguindo a
ordem crescente de polaridade. Pode-se observar que houve mudanca da
distribuicdo das substancias, presentes nas fracdes BLSP03 e BLSP04 da fase inferior
(dgua saturada com Hexano, acetato e metanol) para a fase superior, quando

aumento a polaridade da fase superior (acetato, butanol saturada com agua).
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Sistema 17. Hexano - acetato de etila - metanol -agua (1:1:1:1)
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Figura 10. Aplicagéo dos sistemas de particdo 17 e 3. Legenda: B-LSP-> Extrato bruto, B-LSP01->

Fracdo hexanica, B-LSP02-> Fracao cloroférmica, B-LSP03-> Fracao acetato de etila, B-LSP04->
Fragdo butandlica e B-LSP05-> Fragédo hidroalcodlica. Fonte: ALVES, T.S. (2018).

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada utilizando
cromatofolhas de aluminio com gel de silica de 6,5 cm de altura. As solu¢cbes das
amostras foram aplicadas por meio de microcapilares graduados em spot com 5 pL
de cada solucédo (FI e FS de cada extrato), com espacamento de 0,5 cm entre cada
amostra. As aplicacdes ocorreram a distancia de 1 cm de altura em relacéo a base
inferior da placa. Apds a aplicacdo das amostras, a placa foi adicionada dentro da
cuba cromatografica contendo o eluente a ser testado. Em seguida, deixou-se a fase
movel percorrer a distancia de 5 cm.

As analises cromatograficas em CCD das particbes obedeceram a ordem
crescente de polaridade dos sistemas empregados. A tabela 4 demonstra os sistemas
de solventes de particao, eluentes empregados em cada CCD e revelador aplicado.

Para o sistema hexano — acetato de etila — metanol — 4gua (17 ao 7, sistemas

menos polares, tabela 3) foram alteradas as concentracdes de acetato de etila e 4gua,
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aumentando a polaridade. Ja o sistema acetato de etila — butanol — agua (5 ao 3,
sistemas mais polares, tabela 3) foram variadas as propor¢des dos solventes acetato
de etila e butanol. Todos os sistemas foram utilizados para cada extrato e fragdes. As
Fl e FS resultantes de cada processo de particdo foram analisados por CCD para
verificar a distribuicdo das substancias nas fases 