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IDENTIFICAGCAO DE FLAVONOL DIGLICOSILADO EM CALYCOPHYLLUM SPRUCEANUM BENTH VISANDO
O SETOR COSMETICO

Viviane Magrini*, Antonio F. Bobey?, Karina Fraige®, Dulce Helena Siqueira®, Vanderlan da S. Bolzani®

RESUMO: O género Calycophyllum é caracterizado pela diversidade de metabdlitos secundarios, levando a
abundancia de atividades bioldgicas. Visando a busca de compostos bioativos, foram analisados diferentes
extratos das partes aéreas de Calycophyllum spruceanum Benth, utilizando técnicas de CLAE-DAD, RMN e EM-
IES, além de ensaios para atividade antioxidante. No extrato hidroalcodlico de folhas foi identificada a presenca do
composto canferol 3-O-f-D-glucopiranosil (1->2) 3-D-xilopiranosideo.

PALAVRAS-CHAVE: Calycophyllum spruceanum Benth; Canferol 3-O-B-D-glucopiranosil (1-2>2) B-D-
xilopiranosideo; EM-IES; RMN; Rubiaceae.

1 INTRODUCAO

Diversos grupos de pesquisa tém por objetivo a descoberta de produtos naturais, sendo esta realizada
com enfoque no fato de serem recursos disponiveis, renovaveis e permitindo atividades sustentaveis. Destaca-se
gue os produtos oriundos da biodiversidade se apresentam como estratégia de inovagao nos paises emergentes.
Atualmente, o Brasil tem se destacado devido a sua grande biodiversidade, sendo esta considerada como um
fator econémico importante para gerar produtos com valor monetario e assim contribuir para a geracdo de
riquezas do pais, sendo a area de produtos naturais um fator estratégico significativo ndo s6 de forma econdmica,
mas também de cunho cientifico e tecnolégico. Porém, a grande parte das pesquisas cientificas tem como foco
uma pequena parte da biodiversidade brasileira em relagdo ao potencial de producdo de extratos vegetais,
agroquimicos, farmacos, cosméticos, entre outros. O quinto bardbmetro de biodiversidade da Union Ethical
BioTrade (UEBT) (empresa sem fins lucrativos que monitora a relagdo entre consumo e biodiversidade) realizado
com apoio de diversas instituicbes e empresas nacionais e multinacionais, como por exemplo Natura, L’Oreal,
Bayer, Aldivia, entre outras empresas, demonstrou que cerca de 62% dos consumidores mundiais sdo adeptos
aos produtos com origem na biodiversidade e que em nosso pais, este parametro se apresenta de forma cada vez
mais acentuada do que nos paises da América do Norte, Europa e Asia envolvidos na pesquisa (Funari et al,
2013). O sucesso da utilizacdo dos produtos naturais para a obtencéo de artigos monetarios € devido a sua
biossintese ser in natura, o que 0s associa a salde e ao bem estar populacional, destacando que a
conscientizacdo da demanda por inovacgdes, tecnologia e ciéncia vém crescendo entre os consumidores. De
acordo com a Associacao Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), no ano de 2014, o
Brasil foi considerado o terceiro maior mercado de cosméticos, higiene pessoal e perfumaria do mundo,
representando cerca de 9,4% do consumo mundial. A indUstria cosmética brasileira vem sendo avaliada em cerca
de US $ 43,5 bilhdes, ficando atrds apenas dos EUA ($ 76,3 bilhdes) e China ($ 47,8 bilhdes). Sendo este
mercado promissor, algumas empresas brasileiras de cosméticos comecaram a investir em linhas de produtos a
base de produtos naturais, como por exemplo, a empresa Natura.

E indispensavel no mercado de cosméticos a constante pesquisa de artigos modernos e diferenciados,
assim como a implantacdo de inovagdes nas respectivas linhas de pesquisa. Assim, sendo constante a busca por
novas tecnologias, é necessario o recrutamento de um time apropriado e inovador de cientistas e pesquisadores
para que haja a comunicacdo das novas descobertas. Tanto o mercado e as ciéncias dos cosméticos se
encontram em fases instigantes de desenvolvimento, surgindo uma competicdo em relacdo as pesquisas que
exploram novos territérios. A biodiversidade deve ser utilizada de forma sustentavel em programas de pesquisa
levando de forma conjunta e linear os esforgos do setor académico e o setor produtivo (indudstrias), permitindo que
haja a transformacdo do conhecimento produzido em produtos para imediata comercializacdo. Neste contexto,
nota-se que a flora brasileira atinge valores cada vez mais extraordinarios, desde que haja uma exploracéo
cientifica e tecnoldgica apropriada, permitindo o progresso nao s6 econémico como também social para 0 nosso
pais.
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O género Calycophyllum pertencente a familia Rubiaceae e apresenta alta diversidade metabdlica, sendo
muito utilizada em tratamento de diversas doencas (dermatoldgicas, estomacais, diabetes, parasitoses, cancer,
entre outras) (Zuleta et al, 2003).

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo realizar o estudo cromatografico e quimico, de forma
biomonitorada, de extratos organicos e aquosos, das folhas, galhos e cascas do caule de Calycophyllum
spruceanum Benth (Rubiaceae), assim como identificar a(s) substancia(s) antioxidante(s) ativa(s) frente ao extrato
hidroalcodlico de folhas. Destaca-se a relevancia da comunicagdo do presente estudo fitoquimico na busca de
substancias naturais potencialmente ativas, eficientes e biodegradaveis, apresentando menor potencial téxico as
pessoas e ao meio ambiente.

2 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados no laboratério de Produtos Naturais do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) - Instituto de Quimica/ Unesp Araraquara, utilizando material vegetal
de Calycophyllum spruceanum Benth (folhas, galhos e cascas de caule) coletado no Jardim Botanico do Rio de
Janeiro (RJ) (abril e agosto/2014). As diferentes partes vegetais foram secas em estufa com circulagdo de ar a 40
°C durante aproximadamente 3 dias e, posteriormente, trituradas em moinho. O material seco e moido (10,0 g) foi
submetido as extragbes em banho de ultrassom, em temperatura controlada, por trés vezes consecutivas em cada
solvente (150 mL), 40 min/ ciclo de solvente, em ordem crescente de polaridade: hexano, acetato de etila e
metanol, sendo filtrados e concentrados em rotaevaporador. O extrato hidroalcodlico das partes da planta foi
obtido por meio da mesma metodologia descrita anteriormente, considerando que a solugéo extratora corresponde
a mistura de etanol: 4gua (70:30 v/v). Os extratos aquosos das partes aéreas foram obtidos por meio da técnica
de extragdo a quente (decoccéo), com a mesma quantidade de massa do material vegetal, e 4gua como solvente
extrator. Posteriormente, estes extratos foram submetidos a filtragéo e a parte sobrenadante liofilizada.

Os testes iniciais para a determinacdo da atividade antioxidante dos diferentes extratos foram baseados
na reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH") ou do cation radical 2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-
4cido sulfénico (ABTS™™). O ensaio de capacidade redutora de DDPH: foi realizado de acordo com Brand-Williams
et al (1995), e se baseia na facilidade com que o radical livre estavel DPPH recebe um atomo de hidrogénio de
uma espécie quimica com potencial antioxidante. Para o outro ensaio o cation radical ABTS (ABTS™™) foi produzido
por meio da reacdo de solucdo de ABTS estoque com persulfato de potdssio. A mistura formada foi agitada e
mantida no escuro a temperatura ambiente por cerca 16 h, sendo esta solucéo diluida 60 vezes com &gua para o
ensaio (Re et al, 1999). Os procedimentos de avaliacao biolégica foram realizados em triplicata, pela adi¢cdo de
uma aliquota de 215 L da solugéo etandlica de DPPH" (1,0 x 10 mol L™), ou da soluc&o aquosa de ABTS™, a 35
WL dos extratos a serem estudados e do padrao (rutina), em diferentes concentragdes. A variacdo na absorbancia
das diferentes solu¢des da espécie redutora com o controle e com as amostras foi medida em 517 nm (DPPH’) ou
715 nm (ABTS™) ap6s 30 min de reacdo, utilizando-se um espectrofotdmetro de microplacas (Synergy2Multi-
Mode, BioTek, EUA). O resultado positivo é baseado na observacdo da mudanca de coloragdo caracteristica em
cada teste, ou seja, de uma cor amarela com intensidade variada de acordo com o poder antioxidante da amostra
testada (teste de DPPH'), ou de azul para incolor (teste de ABTS™™), devido ao grau de reducéo do cation radical.
Ao final do procedimento, a capacidade de redugdo do DPPH" ou ABTS" pelo padréo e amostras estudadas, foi
expressa em termos de quantidade de antioxidante necessaria para reduzir a concentragéo inicial de DPPH" ou
ABTS " em 50% (ECs), calculado por meio da equacéo de regresséo linear das curvas analiticas construidas para
cada amostra na faixa linear (concentracéo versus % DPPH" ou ABTS"" reduzido).

Os extratos mais promissores frente aos testes biol6gicos foram submetidos as anélises cromatografica e
espectroscépica pertinentes para uma maior exploracdo do perfil e da natureza dos metabdlitos secundérios
presentes. Foram realizadas analises das amostras antioxidantes promissoras via Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) em escala analitica. As amostras foram
solubilizadas em MeOH : H,O (70 : 30 v/v) e submetidas a um clean up utilizando cartuchos de silica
octadecilsilano (Chromabond C18ec 500mg). As analises foram feitas em um cromatégrafo Shimadzu equipado
com bombas LC-20AT, detector UV-DAD SPD-M20A, auto injetor SIL-20A, controlador CBM-202, e os
cromatogramas foram registrados e processados utilizando o software LC-solution. O sistema utilizado para as
analises foi coluna analitica Luna Phenomenex C-18 (5 um; h x ® = 250 x 4,6 mm), volume de injecdo de 15,0 uL
e eluicdo em gradiente utilizando como fases méveis agua (A) e MeOH (B), partindo de 15 % B a 70 % B em 60
min, 100% B em 65 min, permanecendo em 100 % B por 3 min e retornando a condig¢&o inicial. O fluxo utilizado foi
de 1,0 mL min* e A de monitoramento de 254 nm. Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN *H) dos extratos antioxidantes promissores foram realizados em um espectrémetro Varian Inova
300 operando a 300 MHz. Para estas andlises utilizou-se cerca de 10,0 mg do extrato bruto que foi dissolvido em
solvente deuterado DMSO-d6 (Merck).

Com base nos resultados obtidos pelas analises realizadas, o extrato hidroalcodlico de folhas foi
selecionado para a continuagdo dos estudos. Assim, o extrato bruto hidroalcodlico de folhas (CFEHidr) (100,0 mg)
foi submetido a microfracionamento em cartuchos de extragdo em fase sélida (Chromabond C18ec 500 mg),
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utilizando-se como fase moével uma mistura de metanol e 4gua em diferentes proporcdes (Tabela 1), obtendo nove
fracBes a partir do extrato estudado. As fracdes foram coletadas em frascos de 20 mL, utilizando 5 mL de eluente
para cada sistema de fase mével.

Tabela 1: Fracdes obtidas no microfracionamento do extrato hidroalcodlico de folhas (CFEHidr) e sistema de
eluente (% em v:v) envolvido na extracéo.

Material Vegetal

Cddigo

%emv:v

Folhas

CFEHidr A (a;)

20: 80 MeOH : H

20

CFEHidr B (a,)

30: 70 MeOH : H

20

CFEHidr C (as)

40: 60 MeOH : H

20

CFEHidr D (ay)

50: 50 MeOH : H

20

CFEHidr E (as)

60:40 MeOH : H

20

CFEHidr F (ag)

70: 30 MeOH : H

20

CFEHidr G (ay)

80: 20 MeOH : H

20

CFEHidr H (as)

90: 10 MeOH : H

20

CFEHidr 1 (ay)

100% MeOH

Fonte: Dados da pesquisa

As fragbes (A a I) foram analisadas via CLAE-DAD, nas mesmas condi¢Bes descritas anteriormente, e de
acordo com o perfil cromatografico obtido de A & F foram selecionadas e submetidas ao teste de atividade
antioxidante de DPPH’ seguindo os mesmos procedimentos descritos anteriormente.

O extrato hidroalcodlico de folhas (100,0 mg) foi analisado também em escala preparativa CLAE-DAD,
sendo solubilizado em MeOH : H,O (15 : 70 v/v) e filtrado em filtros (Simplepure) de porosidade 0,22 um. Para
essa andlise foi utilizada a coluna preparativa Luna Phenomenex Cyg (100 A) (5 um; h x ® = 150 x 21,20 mm),
volume de injecéo de 500,0 pL, fluxo de 10,0 mL min™ e eluicdo em gradiente de acordo com o programa utilizado
em escala analitica, mas partindo de 25% B. Verificada a repetibilidade das andlises, realizou-se a coleta das
regides de interesse. A fragao ‘regido 5’ (t, 38,5 a 40,0 min) foi selecionada, monitorada nas mesmas condi¢cfes de
gradiente de elui¢cdo anteriormente descritas, porém em escala analitica, e submetida a diferentes experimentos
para a identificacdo da espécie quimica majoritaria. Os experimentos de RMN foram realizados em um
espectrdometro Bruker Avance 600 operando a 600 MHz na frequéncia de 'H e a 150 MHz do 3¢, com duas
probes, crioprobe e smartprobe, e utilizou-se cerca de 2,0 mg da amostra dissolvida em solvente deuterado
MeOD-d4 (Merck). Ao final do estudo, foi pertinente a realizacdo de andlises via Espectrometria de Massas com
lonizagéo por Electrospray (EM-IES) para a complementacéo do estudo de identificagcao estrutural. Estas andlises
foram realizadas em colaboracdo com o laboratério NDECOM (Nucleo de Desenvolvimento de Métodos de
Andlises de Combustiveis) do Departamento de Quimica Analitica do Instituto de Quimica (UNESP-Araraquara)
por inser¢do direta em um Espectrdmetro de Massas 3200 QTRAP (quadrupolo — lonTrap linear), AB SCiex
(Darmstadt, DE), com ionizacéo por electrospray (ESI - Turbo lon Spray) operando em modo positivo e negativo.
Os parametros utilizados para o modo positivo foram: voltagem do capilar: 2900 V, temperatura: 180°C, curtain
gas: 0,3 bar, potencial de entrada 10 V e os parametros para o modo negativo foram: voltagem do capilar: 3500 V,
curtain gas: 0,3 bar, temperatura: 180°C, potencial de entrada 10 V. Os espectros de fullscan foram adquiridos na
faixa de 50 a 1000 Da. As amostras foram diluidas & uma concentragdo de 2,5 ppm em MeOH : H,O (1 : 1 v/v)
contendo 0,1% de &cido férmico e inseridas a um fluxo de 10 pL/ min.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os extratos brutos de folhas, galhos e cascas do caule, em concentra¢des na faixa de 1 a 100 ug/mL,
foram analisados frente ao ensaio da capacidade redutora do radical DPPH’, para uma avaliagdo preliminar, e
ABTS™" no decorrer do trabalho, para uma maior exploragéo da atividade destes extratos. Os resultados s&o
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Testes da capacidade redutora do radical DPPH" e ABTS " dos extratos de folhas, galhos e cascas do
caule de C. spruceanum Benth

Amostra Cédigo DPPH’ / ECso (ug/mL) | ABTS "/ ECgo (Ug/mL)
Padrdo Rutina 6,34 10,05
CFEAC 61,92 49,71
CFEM 14,26 13,29
Folhas CFEHidr 14,37 40,48
CFEAqQ 149,02 146,17
CGEAcC 201,70 47,50
CGEM 22,61 23,50
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Galhos CGEHidr 17,48 41,89
CGEAq 81,30 429,98
CCEAc 41,01 27,75
Cascas do CCEM 12,23 11,48
Caule CCEHidr 12,33 25,03
CCEAq 16,28 16,10

C = Calycophyllum spruceanum Benth; F = Folha; G = Galho; C = Cascas do Caule; E = Extrato; Ac = Acetato de
Etila; M = Metanol; Hidr = Hidroalcoolico; Aq = Aquoso.
Fonte: Dados da Pesquisa

Como se pode observar na Tabela 2, os dados referentes ao teste do DPPH demonstram que os extratos
metanolicos e hidroalcodlicos de folhas, galhos e cascas do caule, assim como o extrato aquoso deste Ultimo,
apresentaram os menores valores de ECsg, indicando o potencial antioxidante das amostras. De acordo com 0s
dados referentes ao teste de ABTS™, nota-se que os extratos mais promissores quanto & atividade antioxidante
sdo os extratos metandlicos, corroborando com parte dos resultados obtidos no teste anterior. Cada um destes
testes avalia um tipo de ambiente quimico. O teste de DPPH pode ser utilizado para uma avaliacdo da atividade
de compostos especificos ou de extratos de forma rapida. Este teste pode ser considerado com alta
acessibilidade, ou seja, ha uma grande disponibilidade do radical DPPH as moléculas com atividade antioxidante
de tamanho menor e com certa complexidade, em rela¢éo as moléculas como maior disposi¢do espacial (Tiveron,
2010), assim como com espécies quimicas presentes em extratos polares com grupos hidroxila (de carater
fendlico ou n&o) disponiveis. Este radical se encontra na forma comercial pronta para ser utilizado em anélises, o
gque evita que haja sua geracdo por meio de outros procedimentos, levando a menores porcentagens de erros
durante as andlises. A aplicagcdo do método ABTS™ nos leva a resultados eficazes para os extratos metandlicos,
indicando que essa metodologia foi pertinente para uma avaliagdo preliminar quanto a presenca de compostos de
natureza tanto lipofilica como hidrofilica (Sucupira et al, 2012). Porém, este teste indica que para qualquer
componente que apresente um potencial redox inferior ao do ABTS™, ocorre reac¢do quimica entre eles, levando a
uma baixa seletividade do radical em relagdo as espécies quimicas com atomos doadores de hidrogénio. Em
comparacdo ao teste de DPPH, nesta metodologia o radical deve ser gerado, o que torna menos viavel a
facilidade de sua utilizagdo em laboratorio, mesmo que sua solubilidade seja tanto organica como aquosa. Testes
biolégicos de ensaio da capacidade redutora de ABTS e DPPH sdo métodos denominados indiretos e podem ter
seus resultados com variacdes (baixa reprodutibilidade em relacdo a aplicagcdo da metodologia) devido a
dependéncia das etapas de andlises com a concentracdo da amostra e tempo de incubacdo. Porém, ambos sao
de facil aplicabilidade e manipulagédo. Apesar de cada teste avaliar comportamentos distintos e atuar por diferentes
mecanismos, nota-se a corroboracéo de parte dos resultados obtidos em ambos os testes. Desta forma o teste do
DPPH foi escolhido para dar continuidade aos estudos, devido a disponibilidade inicial dos reagentes em
laboratério, como também a facilidade de execu¢éo do mesmo.

Por meio das analises cromatograficas dos extratos brutos com atividade antioxidante mais relevante
(Figura 1) foram observados picos com diferentes intensidades e caracteristicos de compostos com distintas
polaridades.
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Figura 1 - Cromatogramas dos extratos metandlico, hidroalcodlico e aquoso de folhas (a), galhos (b) e cascas do
caule (c) em A=254 nm
Fonte: Dados da Pesquisa

Dessa forma, verifica-se uma semelhanca entre os perfis cromatogréficos, entre os diferentes extratos
escolhidos de cada 6rgéo vegetal, somente variando a intensidade dos picos. Observou-se o extrato hidroalcodlico
das partes aéreas apresentavam sempre uma maior intensidade, o que pode indicar uma extracdo mais eficiente
da solucao hidroalcodlica quando comparada a metandlica e/ou aquosa . Pode-se observar a variagdo metabdlica
dos diferentes extratos em 254 nm, com uma quantidade significativa de picos por todo o cromatograma. A
absorcdo neste comprimento de onda indica a presenca de uma ampla variedade de compostos, entre eles
aromaticos de forma geral, fendlicos, compostos insaturados.
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A anélise espectroscopica de RMN 'H dos extratos, foi de grande valia para a realizacéo de um fingerprint
dentro do estudo fitoquimico, auxiliando de forma ampla na identificacdo de certas classes de produtos naturais.
Destaca-se que esta analise corroborou com os resultados observados em CLAE-DAD, demonstrando que os
extratos apresentam perfil semelhante das espécies metabdlicas majoritarias. Foram observados sinais relevantes
em dy 0,5 - 8,0 caracteristicos de hidrogénios metilicos e metilénicos, assim como metinicos (84 0,7 - 3,0), sinais
caracteristicos de agucares (04 2,0 - 5,0), hidrogénios carbindlicos (84 3,0 - 4,0), hidrogénios olefinicos (4 4,5 -
6,0), e uma regido complexa de aromaticos (64 6,5 - 8,0).

Estes resultados, juntamente com os resultados dos testes de atividade antioxidante, justificam o
direcionamento para o fracionamento do extrato hidroalcodlico de folhas, visando a identificagcdo dos metabolitos
secundarios presentes no mesmo. Ressaltando que a utilizacdo de extratos hidroalcodlicos dentro da industria de
cosméticos esta crescendo cada vez mais devido ao carater “verde” dos mesmos, sendo assim correlacionados
com menores potenciais téxicos as pessoas e a geracdo de residuos ao meio ambiente. Assim como, a
inexisténcia de relatos de estudos a cerca de folhas na literatura.

O microfracionamento de CFEHidr levou a obtencédo de 9 fracdes, que foram selecionadas e submetidas
aos testes de atividade antioxidante, assim como o extrato bruto de origem.

Aliquotas das fra¢des do extrato hidroalcodlico de folhas, em diferentes concentragdes em uma faixa de 1
a 100 ug/mL, foram analisadas frente ao ensaio da capacidade redutora do radical DPPH’, e os resultados séo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Teste preliminar da capacidade redutora do radical DPPH" das fragdes do microfracionamento do
extrato hidroalcodlico de folhas.

Amostra Cddigo ECso (Ug/mL)
Padrao Rutina 6,34

A 98,07

B 16,01
CFEHidr C 14,46

D 92,92

E 224,14

F 296,57

Fonte: Dados da pesquisa

Observando os resultados da Tabela 3 referente ao teste de DPPH’, as fracbes B e C do extrato
hidroalcodlico de folhas apresentaram menores valores de ECsp, indicando que possuem um maior potencial
antioxidante. Desta forma, estas fra¢des indicaram a faixa de polaridade a ser explorada em escala preparativa via
CLAE-DAD, do extrato hidroalcodlico de folhas, para a avaliacdo do perfil cromatogréafico e identificacdo da
espécie quimica antioxidante presente.

O sistema utilizado para andlise do extrato CFEHidr em CLAE-DAD preparativa (Figura 2) teve por
objetivo coletar fragdes/regides com faixas de polaridade semelhantes as fragcdes obtidas no microfracionamento,
tendo como intuito obter um maior ganho de massa (Tabela 4), e dar continuidade as anélises de identificagdo dos
compostos antioxidantes.

Tabela 4: Massas e tempos de reten¢éo (tg) das fracBes obtidas de CFEHidr via analise CLAE-DAD em escala
preparativa

Amostra Cddigo Massa das Fracfes (mg) Faixa de tg (min)
Regiéo 1 32,7 0-25,0
Regido 2 8,3 25,1-34,3

CFEHidr Regido 3 1,8 34,4-354
Regiéo 4 31 355-384
Regido 5 2,3 38,5-40,0
Regido 6 13,3 40,1 - 60,0

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 2 - Cromatograma do extrato hidroalcodlico das folhas via CLAE - DAD em escala preparativa. Condi¢c6es
de analise: coluna preparativa Luna Phenomenex Cyg (100A) (5 ym; h x ® = 150 x 21,20 mm), volume de injegéo
de 500,0 L, fluxo 10,0 mL min™ e eluicdo em gradiente utilizando como fases méveis agua (A) e MeOH (B) (25 -
70 % B em 60 min, 100% B em 65 min, permanecendo em 100 % B por 3 min e retornando a condigéo inicial).
A=254 nm
Fonte: Dado da pesquisa

Pode-se notar um rendimento razoavel do fracionamento realizado (61,5%) e a analise contribuiu para o
isolamento de algumas regides de interesse.

A fracdo ‘regido 5’ foi selecionada para as analises de CLAE-DAD, RMN 'H e °C, e EM-IES, devido a
observacdo de um pico majoritario em diferentes comprimentos de onda (220 nm, 254 nm, 365nm) (Figura 3 (a)),
0 qual elui na mesma faixa de polaridade da fragdo B que apresentou atividade antioxidante em analises iniciais
no microfracionamento de CFEHidr. Analisando o espectro de absor¢cédo dessa fracdo (Figura 3 (b)), nota-se a
presenca de duas bandas caracteristicas do esqueleto de um flavonol 3-OH-substituido, ou seja, a banda Il em
265 nm, correlacionada ao anel A, e a banda | em 348 nm, correlacionada aos anéis B e C (Harborne, 1996;
Markham, 1982).

o Ry

5111.00
=220 nm a) o b)

-A=254 nn

- h =365 nm
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Flgura 3 Cromatograma em dlferentes comprlmentos de onda da fragao ‘regido 5’ coletada do extrato
hidroalcodlico de folhas via CLAE — preparativo (a); Espectro de absor¢do em ultra violeta-visivel (UV-vis) da
regido 5 coletada do extrato hidroalcoolico de folhas via CLAE- preparativo (b). CondigBes experimentais: CLAE -
DAD em escala preparativa. Condi¢des de andlise: coluna analitica Luna Phenomenex C-18 (5 um; h x ® = 250 x
4,6 mm), volume de injecdo de 15,0 WL, fluxo de 1,0 mL min™ e eluicdo em gradiente utilizando como fases méveis
agua (A) e MeOH (B) (25 % B a 70 % B em 60 min, 100% B em 65 min, permanecendo em 100 % B por 3 min e
retornando a condicao inicial).
Fonte: Dados da pesquisa

Nota-se que se n&o houvesse a presenca de substituintes na posicdo 3, haveria um deslocamento
batocrébmico da banda I, levando a valores de absorcdo na faixa de 350-385 nm (Harborne, 1996; Markham,
1982). Dessa forma, ha a demonstra(;ao da presenca de um grupo substituinte na molécula em foco.

A analise do espectro de RMN- 'H demonstrou a presenca de um esqueleto de flavonoide pelos sinais dos
dupletos em &, 6,19 (H6, J=2,06 Hz) e 6,39 (H8, J=2,01 Hz) indicativo de acoplamento meta dos hidrogénios
ligados ao anel A; em 6,90 (H5’, H3’, J=8,9 Hz) e 8,08 (2H, J=8,8 Hz) referentes as posi¢des H2'/ HE’, indicativo de
acoplamentos na posicao orto, atribuidos ao anel B, sendo analogos o deslocamento quimico e a constante de
acoplamento para estes dois atomos de hidrogénio, caracterizados quimicamente e magneticamente equivalentes.
Estes acoplamentos foram confirmados por meio das correlacdes observadas no espectro de RMN - 'H, e
comparacao com os dados obtidos na literatura (Harborne, 1996; Shafek et al, 2012), os quais seguem listados na
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Tabela 5. Dessa forma, conclui-se que a espécie quimica majoritaria da mistura a ser identificada se trata de um
derivado de canferol.

Tabela 5: Correlacfes observadas nos espectros de RMN para a unidade aglicona e glicosideos de canferol 3-O-

B-D-Glucopiranosil (1>2) B-D-Xilopiranosideo
Posicédo 5 'H (ppm), J(Hz) Literatura* 5 °C (ppm) | Literatura**
Aglicona
2 - - 157,1 156,4
3 - - 133,5 133,2
4 - - 178,4 177,6
5 - - 161,7 161,2
6 6,19/ d (2,06) 6,20/ d (2,5) 99,8 98,7
7 - - 164,9 164,1
8 6,39/ d (2.01) 6,40/ d (2,5) 93,4 93,5
9 - - 156,9 156,3
10 - - 104,2 104,1
1 - - 121,3 121,2
2 8,08/ d (8,8) 8,05/ d (8,0) 130,9 130,5
3 6,90/ d (8,9) 6,91/ d (8,0) 114,8 115,5
4 - - 160,1 159,8
5 6,90/ d (8,9) 6,91/ d (8,0) 114,8 115,2
6’ 8,08/ d (8,8) 8,05/ d (8,0) 130,9 130,8
Glicose
17 4,75/ d (6,87) 4,70/ d (7,5) 104,2 102,6
2” 3,40/ M 3,0-3,88 (M) 73,7 74,2
3” 3,40/ M 3,0-3,88 (M) 75,6 76,5
4 3,26/ dd (9,8; 11,52) 3,0-3,88 (M) 69,7 69,7
5" 3,96/ dd (5,0; 11,52) 3,0-3,88 (M) 76,9 76,5
6a’” 3,54/ M 3,0-3,88 (M) 60,4 60,7
6b™” 3,54/ M 3,0-3,88(M) 60,4 60,7
Xilose
17 5,36/ d (7,60) 5,37/ d (8,0) 98,6 99,6
2’ 4,00/ dd (7,76; 9,44) 3,2-4,1(M) 76,9 76,5
3” 4,00/dd (7,76; 9,44) 3,2-4,1(M) 75,9 75,9
47 3,72/ dd (9,80; 11,52) 3,2-4,1(M) 68,6 69,2
5” 3,84/ d (5,0; 11,52) 32-4,1(M) 65,4 65,6

*Dados disponiveis em Shafek et al (2012)
**Dados disponiveis em Shafek et al (2012) e Harborne (1996)
Fonte: Dados da pesquisa

A confirmacéo da estrutura do esqueleto do flavonoide canferol diglicosilado na posicdo 3 foi obtida pela
comparacao dos dados experimentais de RMN - 3¢ com os encontrados na literatura (Harborne, 1996; Shafek et
al, 2012), .

No espectro de 3¢C foi possivel observar sinais caracteristicos de carbonila em & 178,4, sendo que 156,9;
160,1; 161,7; 164,9 sdo sinais caracteristicos de carbonos aroméaticos ligados ao &tomo de oxigénio. Os sinais em
133,5 e 157,06 sdo sinais referentes ao atomo de carbono carbinélico (sp?) ligado ao oxigénio, e os sinais de
carbonos aromaticos ligados ao hidrogénio em &8¢ 99,8; 93,4; 114,8 (2C); 130,9 (2C). Outros sinais de carbonos
quaternarios sdo observados em &¢ 104,2 e 121,3, correspondendo a um total de quinze atomos de carbono,
estrutura béasica de um flavonoide.

Os sinais multiplos na regido compreendida entre 3,24 a 5,36 ppm no espectro de RMN - 'H indicam a
presenca de unidades de aclcar. As analises unidimensionais de RMN (1H e TOCSY 1D) demonstraram a
presenca dos sinais dos hidrogénios anoméricos das unidades glicosidicas xilose e glicose, os quais sao oy 5,36
(d, J=7,60 Hz) e &4 4,75 (d, J=6,87 Hz), respectivamente. Destaca-se que o hidrogénio anomérico (H 1”) de um
acucar diretamente ligado a outra unidade de agucar terminal é facilmente diferenciado, devido as diferentes
ressonancias geradas.
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O espectro de *C também evidenciou dois sinais de carbono anomérico em 3¢ 98,6 e dc 104,24,
pertencentes as unidades de monossacarideos xilose e glicose, respectivamente. As unidades glicosidicas, xilose
e glicose, também foram confirmadas por meio da comparacdo dos dados encontrados com os descritos na
literatura (Shafek et al, 2012).

A amostra foi submetida a analise de espectrometria de massas por infusao direta para a confirmacéo da
identidade da espécie quimica majoritaria, sendo os potenciais ajustados para os modos positivo e negativo. No
modo negativo, o ion precursor de m/z 579 [M-H], referente ao flavonol de massa molar 580 g/mol, canferol 3-O-
B-D-glucopiranosil (1>2) B-D-xilopiranosideo, foi previamente selecionado. A fragmentacéo desse ion precursor
gerou o ion produto m/z 285 [M-294-H] devido a perda de duas unidades de aclcares, sendo estas xilose (132
Da) e glicose (162 Da), levando a formacéao do ion referente a aglicona canferol.

No modo positivo, o fon precursor de m/z 581 [M+H]" foi previamente selecionado e a respectiva
fragmentacao levou & formac&o dos fons produto m/z 449 [M-132-H]" devido & perda da unidade xilose levando a
formac&o da aglicona canferol ligada a glicose, e m/z 287 [M-132-162-H]" referente & aglicona com a perda das
duas unidades de acucar, xilose e glicose. Ou seja, ha uma perda residual do monossacarideo interno e
posteriormente do aclcar mais externo, devido a ma fixacdo da carga positiva no atomo de oxigénio do
monossacarideo mais interno. De acordo com a literatura, flavonoides do tipo 3-O-glicosilados apresentam uma
grande tendéncia em sofrer clivagens nas ligacdes glicosidicas devido a varios fatores como estrutura da aglicona,
padrdo de hidroxilacdo no anel B, glicosilacdo nos carbono C-6 e C-7, energia de colisdo empregada, padrédo de
ligacdo entre as unidades glicosidicas (122, 1->3,1->6), aclcar residual presente e acetilacdo do mesmo (Yang
et al, 2014). Portanto, em flavonoides O-diglicosilados € comum verificar a perda do acUcar mais interno de inicio
e posteriormente a perda do aglUcar mais externo, ocorrendo um rearranjo das unidades glicosidicas, quando
submetidos a fragmentacdo em modo positivo (Ma et al, 2000).

Dessa forma, a corroboracao dos dados encontrados nos experimentos de RMN e EM, com os ja descritos
na literatura, permitiu a confirmacéo da estrutura do flavonol diglicosilado canferol 3-O-3-D-glucopiranosil (1>2) B-
D-xilopiranosideo.

4 CONCLUSAO

Pelas técnicas de CLAE-DAD, RMN, EM-IES, e comparac¢do com a literatura, foi possivel identificar a
substancia canferol 3-O-B-D-glicopiranosil (1>2) B-D-xilopiranosideo, a qual apresenta atividade antioxidante
citada em literatura (Shafek et al, 2012), o que corrobora e justifica o fato dessa amostra ter sido coletada em faixa
de polaridade antioxidante promissora. Dessa forma, este estudo € de suma importadncia uma vez que ndo se
encontra de forma ampla na literatura uma avaliacdo do perfil fitoquimico de extratos de folhas, de Calycophyllum
spruceanum Benth, contribuindo para a geragdo de potenciais bioprodutos a serem utilizados como cosméticos
funcionais.
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