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1. RESUMO

O géneroMelaleuca pertencente a familia Myrtaceae inclui aproxinmaeiate
100 espécies nativas da Australia e llhas do Océadico. Melaleuca alternifolia
Cheel é comumente conhecida na Australia como ténde cha", florescendo
principalmente em &reas de pantano, proximas @e Aiconstituicdo quimica do o6leo
essencial das folhas d& alternifolia € bem conhecida, sendo este rica em terpinen-4-
ol, um dos principais compostos responsavel pors sp@priedades medicinais,
principalmente antifingicas e antibacterianas, rgardo-lhe importancia comercial.
Embora varios trabalhos relatando a composicdoiqaide 6leos essenciais de folhas
de M. alternifolia sejam encontrados na literatura, poucos estudiosiaps de outras
partes desta planta sdo relatados. Dessa formetjvabge o0 desenvolvimento de um
estudo fitoquimico prévio para detectar os possiveetabolitos secundarios, assim
como a avaliacdo de sua atividade antioxidantelangento de possiveis compostos.

O material botanico (folhas déelaleuca alternifolia foi submetido a secagem
com posterior maceracao em etanol 70% e assimebew extrato bruto das folhas de
M. alternifolia. O extrato bruto foi suspenso em metanol/agua phrh posterior
particionamento liquido-liquido. Nesta etapa obtex@im precipitado que foi filtrado e
analisado por métodos espectroscopicos. O filtfadparticionado com solventes de
diferentes polaridades, obtendo-se as fracdes bexanetato de etila, n-butanol e
aquosa. O extrato bruto e as fragbedvdalternifolia foram submetidos a testes para
avaliar o conteudo de fendlicos e flavondides $otaissim como sua atividade
antioxidante utilizando DPPH (2,2-difenil-1-piciinazil).

A quantidade de fendlicos totais € determinaddum@ado-se o reagente Folin-
Ciocalteu com extrato, agua destilada e carboratmltio. Os resultados sdo expressos
em mg de &cido galico/ g de extrato, que é obtidavés de uma curva de calibracao
com &cido gélico. As fracdes que obteveram maioceotracdo de &cido gélico por
grama de extrato foram acetato de etila e hex&oicavalores muito proximos uns dos

outros.
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Quanto a determinacdo do conteudo de flavondifesm feitos testes
misturando-se cloreto de aluminio 2%, com extrat@tanol. A quantidade de
flavondides € obtida através de uma curva de eaglflor feita com quercetina, e 0
resultado expresso em equivalentes de quercetida/extrato. As fracbes com maior
concentracao de quercetina por grama de extraaonfar butandlica e a acetato de etila
respectivamente

A atividade antioxidante foi avaliada através datara de DPPH 0,004% com
solucbes de extratos em diferentes concentracoeminfentracdo necessaria para se
obter 50% de atividade antioxidante {JCfoi determinada através de graficos de %
DPPH em fungédo da concentragdo de extrslielaleuca alternifoliaapresentou uma
evidente atividade antioxidante em seu extratoobsegndo que a fracdo acetato de etila
foi a mais ativa.

Através do estudo quimico preliminar utilizando aroha analitica, observou-se
gue Melaleuca alternifoliacontém como principais metabdlitos secundariofensis,
taninos, flavonoides, glicosideos esteroidais ®rpénicos. Analises conjuntas por
espectroscopia de Infravermelho e Ressonéncia aludlagnética sugerem que o
precipitado obtido a partir da suspensao do extoatbo em metanol/agua seja um
triterpeno &cido, o acido betulinico.

Considerando que, um triterpeno precipitou em graqehntidade sem precisar
de métodos convencionais de fracionamento, e giaepésnta € rica em flavonoides
com atividade antioxidante, um estudo fitoquimicaisnmaprofundado deve ser
incentivado no sentido de separar 0s principais posos encontrados no estudo

preliminar.
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2. INTRODUCAO

A grande diversidade e a fantastica complexidaae ebtruturas moleculares
apresentadas pelos metabdlitos secundarios, coadadepor alguns como metabolitos
especiais, sdo capazes de aponta-los como modelpstencialidade e versatilidade
indescritiveis. Por este motivo, indubitavelmerqae a exploragdo racional desses
compostos micromoleculares biossintetizados pelastgs poderiam providenciar
significativos avancos cientificos. Para atendé¢a esninente necessidade aparece a
Fitoquimica, o mais importante segmento da Quirdics Produtos Naturais que tem
como objetivo o conhecimento adquirido sobre esshstancias com a importancia e a
potencial aplicabilidade em outros campos ciemt$ficorrelatos.

Ha muito tempo o homem faz uso dos vegetais pguésigado de nutrientes
necessarios a sua dieta, como fonte de matériaappema produtos manufaturados,
como suporte para edificacdes e constru¢cdes ou smesmo fonte de energia térmica.
Obviamente por essas razfes, 0 estudo cientifisoptimtas tornou-se necessario e
imprescindivel, entretanto, o motivo fundamentglazade sustentar e impulsionar as
pesquisas sobre o contetudo quimico dos referidgan@mmos € a sua utilizacdo milenar
e empirica no tratamento dos mais diferentes tigesdoencas e moléstias que
acometem o ser humano. Em sua grande maioria,tedogsquimicos que envolvem
vegetais, iniciados ja no século XIX, tém como tbfe primario o isolamento e a
elucidacdo das estruturas moleculares de possiubi&ancias, visando dessa forma a
descoberta de farmacos ou protétipos que possarsugarte para o planejamento de
novos farmacos ou a formulacdo de composicfes décameentos naturais. Trabalhos
desse tipo, onde prevalece o carater multidis@plivem demonstrando que dentre
todos o0s constituintes quimicos sdo os metabdlgesundarios o0s principais
responsaveis pelas propriedades terapéuticas afadas pelas plantas medicinais.

Sendo assim, fica nitidamente evidenciado que essiltados advindos das
investigacdes de substancias naturais produzigastia de metabdlitos secundarios de
organismos vegetais assumem importancia e interesselisciplinar em funcéo das
inimeras contribuicbes, principalmente, para ososnda Medicina, Farmacia,
Agronomia, Botéanica, Ecologia e da propria Quimica.

Portanto, este trabalho visa o estudo fitoquinpiaiminar da espécie vegetal

Melaleuca alternifoliacomo também avaliar seu potencial de antioxidante
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Métodos gerais para obtencdo de metabdlitos cemdarios em
plantas

Uma investigacao fitoquimica tem como objetive@amento de um metabdlito
secundario a partir de plantas, e o primeiro pass@scolha do material veget&ista
escolha pode ser através de: a) abordagem randéneeolha da planta sem qualquer
critério, tendo como fator determinante a dispdicibde da planta; b) abordagem
quimiotaxondmica ou filogenética — selecdo da aspEmrrelacionada com a ocorréncia
de uma dada classe quimica de substancias em uenogén familia; c) abordagem
etnofarmacologica — selecdo de espécies de acordaauso terapéutico evidenciado
por um determinado grupo étnico. Também é necestamér um estudo bibliografico
da planta, e este deve abordar os seguintes aspdatnilia, género e classes de
substancias predominantes na espécie vegetal.

A planta escolhida deve ser seguramente iderddigaor um botanico ou um
técnico especializado, pois a falta de identificagc#&ntifica ou uma identificacdo
errdbnea, anulara todo o trabalho do quimico, tataan impublicdvel e praticamente
inatil. >

A primeira parte da investigacao fitoquimica éoketa do material vegetal. Na
etapa que se determina o estudo fitoquimico, esegha parte da planta que sera
investigada e a quantidade do material que seddactd. Durante a coleta os seguintes
itens devem ser cuidadosamente monitorados: s&oamcetiquetacdo do material
coletado; embalagem em sacos plasticos; transgorteaterial; pesagem do material
umido; secagem do material, pesagem do material; ssegnazenagem; moagem;
pesagem; pesagem do material triturado e obtenedexttatos. Existem também
épocas especificas para a coleta das plantas mudedas, e essa coleta na época certa
esta relacionada com a quantidade de principio atiistente no seu tecido.

A partir do momento da colheita inicia-se um psesce de degradacao
enzimética na planta, que leva também a degraddgsiprincipios ativos. A secagem
deve, portanto, ser procedida ao abrigo de luzseradores que promovam ambiente

limpo, bem ventilado e protegido do ataque de @ssetoutros animais. A geracao de
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um aumento artificial de temperatura é de extremportancia. Para a secagem das
folhas e flores a temperatura deve estar em tom@®@&fC. Para cascas e raizes,
temperaturas de até 60°C sdo aceitaveis. Tempasadaima desses limites aceleram o
processo de secagem, promovendo a degradacao s mumcipios ativos. O periodo

de armazenamento deve ser o0 menor possivel, poisocpassar do tempo ocorre

perdas qualitativas e/ou quantitativas nas suhbsirativas das plantas. Para que o
material seja seco todo no mesmo tempo, faz-sepa@aEo das partes mais umidas
como 0s ramos, das partes mais secas como as.f@hae haja interesse no 0leo
essencial, deve-se evitar a secagem.

Apbs a secagem do material vegetal, este devene#&to, cuja finalidade é
reduzir mecanicamente o material vegetal a fragnsermte pequenas dimensoes,
preparando-se, assim, para a proxima etapa, aaatrde a planta ou parte dela vai ser
usada para a extracdo dos Oleos essenciais, redareengue 0S mesmos sejam
armazenados intactos, e/ou na forma mais intactaiyel, procedendo a moagem em
momento imediatamente anterior & extracao.

A preparacao dos extratos brutos vegetais dasaglano ponto de partida na
etapa de isolamento e purificacdo dos constituigtésicos fixos das plantdsNa
escolha de um método extrativo, avalia-se a efitdéra estabilidade das substéncias
extraidas, a disponibilidade dos meios e o custprdoesso escolhido, considerando a
finalidade do extrato que se quer preparar. Sessinadeve-se primeiramente definir,
0 que se deseja extrair, ver qual o processo Bxtratais adequado e que tipo de
solvente sera empregatio.

Sao dois os tipos de extracdo mais usados: lagierde extracdo parcial
(extracdo sem esgotamento); 2) operacdo exaugkrenife o esgotamento da matéria
prima). O solvente escolhido para se fazer umaagktr, deve ser o mais seletivo
possivel, pois é essa seletividade que permitdrag@o das substancias que se deseja
estudar. A seletividade esta ligada com polaridaégiegdo assim, conhecimento do grau
de polaridade do grupo de substancias que se dedegdr, determina o solvente mais
apropriado para a extracdo. Portanto, quando ndloeswms o conteudo do material a
ser analisado, costuma-se submeter o materialessuas extracdes, com solventes de
polaridades crescentes, conseguindo-se assim, wtrecd@ fracionada, em que as
diferentes fracdes contém compostos de polaridaaesem crescentes. As operacdes
extrativas mais utilizadas sédo: 1) a maceracaaag@e na qual a extracdo da matéria

prima vegetal é realizada em recipiente fechado,demrsas temperaturas, durante
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horas ou dias, sob agitacdo ocasional e sem refo\dg; liquido extrator. A matéria
prima vegetal ndo reduz ao esgotamento, seja daveduracdo do liquido extrator ou
estabelecimento de um equilibrio difusional enteedo extrator e o interior da célula. E
importante lembrar que se deve evitar 0 empregagde@ ou misturas hidroalcoolicas
com concentracdes etandlicas inferiores a 20%, @slias misturas sdo favoraveis a
proliferacdo microbian&;2) Percolacdo: operacédo na qual tem caracteristicaum a
extracdo exaustiva das substancias ativas. Nalpe#icoo material vegetal € moido e
colocado em um recipiente conico ou cilindro (pkxdor), de vidro ou de metal,
através do qual é passado o liquido extrator. &ifier da maceracdo, a percolacéo é
uma operagao dinamica, indicada na extracédo deédsudiss farmacologicamente muito
ativas, presentes em pequenas quantidades ou polioeeis e quando o preco da
substancia ativa a ser extraida é relevaBjeSoxhelt: é usada para extrair sélidos com
solventes volateis, exigindo o emprego do apar&bghelt, em nivel laboratorial,
também ndo deixa de ser um tipo de percolacdaa&jatiom destilagdo simultanea e
reaproveitamento de solvente. A desvantagem dedsaica € 0 emprego da
temperatura.

Os extratos vegetais devem ser submetidos a unestigacdo preliminar
(também conhecida como marcha analitica) dos smstittiintes quimicos, através de
analises qualitativas que possibilitam o conhecimeprévio da natureza das
substancias presentes no extrato, facilitando allesada técnica de fracionamento
cromatografico. As principais classes de constitgirquimicos de plantas medicinais
que podem ser detectados com aplicagdo de tesdéiticas padrdes sdo: alcalbides,
cumarinas, fendlicos (flavondides, taninos, ligana neolignanas), e xantinas,
utilizando varios tipos de reveladores especifitta analise fitoquimica preliminar
também se constitui em um valioso instrumentozatilo no processo de selecao de
plantas para estudos cientificos.

As figuras 1, 2, e 3 mostram estruturas de alguohasses de metabdlitos
secundarios encontrados em plantas medicinais, cadie atomo é representado por
uma cor da seguinte maneira: Azul nitrogénio; bwah@rogénio; cinza carbono e

vermelho oxigénio.
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Figura 1: anfetamina

Figura 2: Esculetina, um exemplo de cumarina

Figura 3: Robustoflavona
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Apés a etapa da extracdo, e conhecimento préw@uocipais constituintes da
planta através da aplicacdo da marcha analitipasso seguinte € a semipurificacdo do
extrato bruto obtido, que pode ser realizado atildo-se uma particédo liquido-liquido
e/ou métodos cromatograficos.

1) Particao liquido-liquido: na extracao liquidgdiido ocorre a particdo da amostra em
duas fases imisciveis, uma organica e a outra aqéosficiéncia da extracdo depende
da afinidade do soluto pelo solvente de extracaoraddo das fases e do numero de
extracdes.Uma vez que se obteve o extrato, os métodos diedmmntre solventes
eliminam uma grande parte do material indesejadman@o se utiliza esse método
combinado com testes bioldgicos, obtém-se rapideenémacdes enriquecidas com a
substancia desejada.

2) Métodos cromatograficos: os extratos obtidopaicao liquido-liquido, deveram
ser submetidos a diferentes técnicas cromatogsdfi&&io elas: 1) cromatografia em
coluna (CC): é um processo de separacdo entrefases uma solida e outra liquida,
baseado na capacidade de adsorcdo e solubilidade, @ equilibrio dinamico é
estabelecido entre concentracdo do soluto em fésas’ Em geral, é empregada a
cromatografia em coluna aberta (CC), com silica geho fase estacionaria que,
dependendo do extrato, é eluida com uma mistusoldentes a qual foi previamente
determinada por cromatografia em camada delgadaD)C@utros suportes
cromatograficos que podem ser usados sao: aluoehdpse, poliamida e sephadex. A
CC é muito usada devido a sua rapidez, simplicidefieiéncia e baixo custo; 2)
cromatografia em camada delgada (CCD): é rapidegainente usada como um auxilio
para seguir uma sintese em laboratério, estabeldéncias presumiveis de pureza
exatamente como em cromatografia gasosa {C@);a cromatografia gasosa, é uma
das técnicas de analise de maior uso. E utilizada peparacdo e quantificacdo de
produtos diversos, podendo também ser usada camizdaé&de identificacdo, em casos
especiais. Na CG a amostra é vaporizada e injatadea coluna cromatografica. A
eluicéo é feita por fluxo de um gas inerte que atrao fase movel (a fase mével ndo
interage com as moléculas do analito, sua Unicgéfue transportar o analito através da
coluna)®

Apo6s o fracionamento dos extratos ou fracdes, sedebter substancias que
devem ser purificadas. O método mais usado pardicago de compostos € a
recristalizacdo. O solvente usado na recristal@agéve proporcionar uma facil

dissolucdo da substancia a altas temperaturas ea pslubilidade da substancia a
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baixas temperaturas. Esta técnica de recristabzdgdseia-se na diferenca de
solubilidade que pode existir entre um compoststalino e as impurezas presentes no
produto da reacad. No processo de recristalizacdo, o resfriamentog der feito
lentamente para que se permita a disposicao dacut@é em reticulos cristalinos, com
formac&o de cristais grandes e puros;

Uma vez isolados os compostos ativos, deve-seegeo@ elucidacdo estrutural
dos mesmos. Isso €& possivel principalmente atragdés uso de aparelhos
espectroscopicos ou espectrométricos. O uso deascespectrais em conjunto, como
ultravioleta (UV), infravermelho (IV), Ressonandiagnética Nuclear de hidrogénio e
carbono (RMN'H e RMN *°C) e espectroscopia de massa (EM) aliado ao uso de
técnicas sofisticadas de RMN tem permitido propomcseguranca a estrutura
molecular de substancias naturais compléxas.

Espectro de ultravioleta (UV): O espectro de alismde uma substancia no UV,
uma vez determinado o0 esqueleto carbonado e odgpoomposto, pode indicar a
presenca de certos grupos funcionais, bem como s&gmo dos constituintes no
esqueleto da molécula;

Espectro de Infravermelho (IV): mostra um rico agao de bandas de absorgéo
situadas nas regides de 4000 a 400.tmO IV de uma substancia organica
corresponde ao conjunto de bandas de absorcacatae@as pela amostra submetida a
radiacdo infravermelho e estas bandas correspondemmudancas na energia
vibracional dos compostos organicos. A energiaisalaente absorvida da radiagéo IV
provoca alteragBes transitorias nas ligacbes wdimiaas, que podem sofrer
estiramentos ou deformacdes nos angulos de ligdsaimeqiéncias em que ocorrem as
vibracbes dependem da natureza das ligacOes emufattmas sdo também afetadas
pela vizinhanca quimica e pela molécula como uno.tédpresenca de insaturacoes,
sistemas aromaticos e grupos funcionais especifjpode ser verificada através da
presenca de bandas caracteristicas, que tem grapdgancia na analise estrutural;

Espectros de Massas (EM): este tipo de espectriascppde fornecer
importantes informacgfes relacionadas com sua esitutomo a massa molecular e
padrdes de fragmentacdo. O peso molecular perstabeadecer a formula molecular da
substéancia, enquanto o padrédo de fragmentacdogpodiar a caracterizar a presenca e
cadeias laterais.

Espectroscopia de Ressonancia Magnética (RMN): a ferramenta muito

valiosa para a determinagédo de estruturas de coosposganicos, contribuindo para o
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estabelecimento do esqueleto da moléttiste sistema permite a analise de pequenas
guantidades de compostos puros, com grande preersdescala de miligramas ou
microgramas? O espectro de hidrogénio fornece os deslocamentosicos dos varios
tipos de atomos de hidrogénio presentes na moléculalimero de cada tipo de
hidrogénio (integracéo) e as constantes de acoplanmemm cada tipo de hidrogénio
que ficam sobre carbonos adjacerites.integracdo permite calcular a porcentagem de
cada componente em uma mistura simples. Irradizetitivamente a frequéncia de
ressonancia de um hidrogénio, seus acoplament@pser eliminados e o resultado é
uma simplificacdo dos sinais dos atomos de hidiogéroximos ao préton irradiado.
O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear dermartRMN **C) fornece os
deslocamentos quimicos dos varios tipos de carbpnesentes na molécula. Estdo
distribuidos em um campo de 0-220 ppm, muito maipla do que os de hidrogénio
que é de 0-16 ppm, permitindo uma melhor visuaiaados tipos de carbonbA
grande variedade de técnicas disponiveis de RMMRiteeridentificar a proximidade
espacial ou mesmo a conectividade de alguns atemoparticular, auxiliando dessa
maneira, a montagem do quebra-cabeca constituide gderentes partes da molécula

de um metabdlito secundario.

3.2.Medlaleuca alternifolia

Espécies da familia Myrtaceae encontram-se distliisuem regides tropicais e
subtropicai¥’, sendo divididas em duas subfamilias: Myrtoidesawhpla ocorréncia na
América tropical e Leptospermoideae, que ocoriecgralmente, na Australia, Malasia
e Polinésia. O génerblelaleuca pertencente a subfamilia Leptospermoideae, inclui
aproximadamente 100 espécies nativas da Australlihas do Oceano indicd
Melaleuca alternifoliaCheel € comumente conhecida na Australia comooféarde
cha", florescendo principalmente em areas de panmaximas de ridé,

A constituicdo quimica do oOleo essencial das foltia$/. alternifolia é bem
conhecid&" > sendo este rico em terpinen-4-ol (1-3%), um memenside, principal
responsavel por suas propriedades medicinais, ipaintente antifUngicas e

antibacterianas, garantindo-lhe importancia coraeh@ mais de 60 ants
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Embora varios trabalhos relatando a composicéoiqaide 6leos essenciais de
folhas deM. alternifolia sejam encontrados na literatura, nenhum estudoicmide
outras partes desta planta foi ainda descrito.eEatto, para outras espécies deste
género, tais combl. rhapiophylld®, M. leucadendroH’ ' M. quinquenerved' ?°e M.
huegelif*, varios estudos foram descritos, na qual obsevansa predominancia de

flavonoides e triterpenos.

Figura 4: Fotos da arvore, folhas e floresMelaleuca alternifolia

3.3. Atividade Bioldgica

As plantas medicinais, pelo seu amplo potencialpg&utico, tem proporcionado
uma nova Vvisao na pesquisa de produtos naturate g@m mudando sistematicamente
a abordagem da fitoquimica classica, pela intr@dute ensaios biolégicos paralelos ao
estudo das propriedades quimicas. Atualmente aupesgesta area esta voltada a
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procura de substancias com atividade biol6gicasembido de dar uma base cientifica a
medicina alternativa. Muitos compostos novos sélaaos, caracterizados e publicados
sem qualquer acompanhamento biolégico, podendatsudade ficar desconhecida por
varios anos, tornando a descoberta de novos agnsgt de plantas medicinais como
pura fitoquimica?

O isolamento de moléculas bioativas pode levaresemvolvimento de novos
farmacos. Essas moléculas ainda podem servir degwgatbase para o desenvolvimento
de farmacos semi-sintéticos, e estes podem ser seltvos e/ou ndo ativos que a
molécula original. A orientacdo dessa sintese ta fatravés de estudos baseados na
reacdo estrutura e atividatfé*?® Para ser compativel com o grande nimero de
amostras a serem testadas o fracionamento guida@ipadade requer um bioensaio
simples, reprodutivel, rapido e de baixo cito.

A literatura relata inUmeros ensaios biolégicosa@s mais diversas atividades,
com o objetivo de monitorar as atividades biolégidas espécies vegetais, durante seu
estudo fitoquimico. Entre eles destacam-se os ensh toxidade &rtemia salina,

antioxidante, alelopatico, antiinflamatério, anaigé, entre outros.

3.4. Atividade Antioxidante

Os radicais livres como agentes nocivos ao organi©iumano tém sido
amplamente discutidos nos dltimos anos. Sdo prddsziaturalmente no Nnosso corpo
através da irradiacao ionizante, luz ultravioletar, reacdes catalisadas pelos metais de
transicdo ou enzimas e também durante 0o metaboligmmal do oxigéni4’ esses
radicais desencadeiam reacdes diversas e indesejpr@/ocando alteragbes nos
sistema biolégico e consequentemente, o envolviment processos fisiopatoldgicos
como doencas cardiovasculares, cancer, inflamag®stosclerose, envelhecimento,
entre outros>®

Espécies reativas de metabolismo do oxigénio (ERM( como oxigénio
singleto, peréxido de hidrogénio, &anion superoxigo radicais hidroxil s&o
frequentemente gerados como subprodutos de redgdé®gicas ou de fatores
ex6genos’ Esses radicais e outras espécies de oxigéniovaeaterivados deles,

reagem com membranas bioldgicas induzindo a peagaallipidica e sdo responsaveis
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por varios efeitos deletérios nas células e teclee basicamente dependem da
estrutura sub-celular onde eles séo gerdl@s.alto consumo de produtos naturais
vegetais pode estar associado a baixa incidéncdodecas degenerativas, incluindo
cancer, cardiopatias, inflamacfes, artrites, daiga do sistema imunoldgico,
disfuncdo muscular e catarafag’ Estes efeitos protetores séo considerados, erdeyran
parte, relacionados aos varios antioxidantes cositideles. Existem evidéncias
indicando que os radicais livres causam danos tixadaem lipidios, proteinas e acidos
nucléicos. Portanto, antioxidantes capazes derimbi retardar a oxidacdo de um
substrato oxidavel na cadeia da reacdo, teria ypel gmportante na prevencao de
indmeras doencd8>*%* Um potente capturador de ERMO certamente intermém
prevencdo de doencas mediadas por radicais fivEste fato tem concentrado muitas
pesquisas na busca de antioxidantes naturais \abjdth basicamente o
desenvolvimento de preparacdes farmacéuticas genowegetal.

Os antioxidantes sdo substancias que podem seigéen sintética ou natural e
capazes de se unir aos radicais livres inibindeetardando a sua acéo oxidativa. Eles
reagem com os radicais livres interrompendo sugggacdo, convertendo-os em
produtos estaveis pela doacdo de atomos de hidoogén elétrons. Quando o
hidrogénio € capturado pelo radical livre temosmaioutro radical formado a partir do
antioxidante, o qual deve ter baixa reatividade, por sua vez depende da estabilizacéo
da estrutura por ressonancia. Obviamente esseradiaal formado pela neutralizacao
de um radical livre, ndo poderia potencialmentetnaémar outro radical livre como
antioxidante, a menos que seja regenerado na sua fwiginal. Essa regeneracéo pode
ser feita por outros antioxidantes chamados siog@sgique tem a capacidade de
estabilizar o radical livre derivado da estabil&aaclo primeiro antioxidante. Nesse caso
se obtém um sinergismo que torna o sistema ateficente, aumentando a eficiéncia
de um antioxidante, podendo assim, ser utilizado cemcentragdes menorés?®
Alguns flavondides como a quercetina, morina, euircatequina sao obtidos em escala
industrial e utilizados como substancia de pantidea a sintese de diferentes produtos
farmacéuticos e homeopaticos. Muitos compostosaiatestdo nas linhas de pesquisa
para a atividade antioxidante, principalmente a®lieos, os quais vem mostrando
6timos resultado¥’

Diversos modelos séo utilizados para a avaliag&vigp de substancias ou
extratos vegetais com possivel atividade antiox&f&ri° Dentre eles merece destaque

pela simplicidade e facilidade de ser introduzidumo ensaio de bancada em
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laboratérios de fitoquimica € o método espectroh@tvico utilizando o radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).

A reducao do radical DPPH, cuja estrutura e mdatre figura 5, € muito usado
para medir a capacidade antioxidante de compostadngente fenolicos em um tempo

relativamente curto com outros métodbs.

Figura 5: Estrutura quimica do DPPH

A atividade antioxidante nos extratos vegetaid dsttamente relacionada com
a presenca de antioxidantes naturais, sendo ossegantes mais proeminentes, 0S
carotendides, acido ascorbico, tocoferdis, flavde®ie compostos fendlicos de maneira
geral, que protegem o corpo humano dos radicamsslig retarda o progresso de muitas
doencas cronicas.

Portanto a atividade antioxidante deteadén pelo radical livre DPPH esta
diretamente relacionada com a presenca de compdetasicos, entre eles o0s
flavonoides nos extratos vegetais. O radical DPRHcdloracdo roxa captura um
hidrogénio da hidroxila fenélica do flavonéide, moremplo, resultando em um radical

livre ariloxil estabilizado por ressonancia.

3.5. Determinacédo dos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos existentes nas plantasupmm em comum um anel
aromatico rodeado por um ou mais grupos hidroRilenaioria deles é soluvel em agua
e ocorre na forma de glicosideos. Entre os compoindlicos encontram-se, por
exemplo, as cumarinas, flavondides, catequinashdanentre outros. A atividade
antioxidante dos compostos fendélicos é devida ahmente a captura de radicais
livres, os quais produzem efeitos deletérios a@arosgno. Portanto quanto maior a
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guantidade de fendlicos nos extrato vegetais devesperar uma maior atividade
antioxidante. Um método util para avaliacdo do eddd de fendlicos nos extratos
vegetais por sua simplicidade, € o método espettrotrico que utiliza o reagente
Folin-Ciocalteau. O reagente de Folin-Ciocalteaageecom os fendlicos existentes no
extrato ou substancia reduzindo-se com a formagaordcomplexo de coloragéo azul,

conhecido como azul — da — Prussia

3.6 Determinacdo do Conteudo de Flavondides

Os flavondides tém acdo antioxidante, minimizandgmexidacao lipidica e o
efeito dos radicais livres. Foi demonstrado queividdos que ingerem maiores
quantidades de flavondides, os quais sdo encostmtoalimentos de origem vegetal
(verduras, frutas, cha, mel etc.) apresentam uméndicdo consideravel do risco de
morte por acidentes cardiovasculares (infarto docéardio, trombose, derrame etc...).

As propriedades antioxidantes dos flavondidesese d diferentes mecanismos,
tais como captura de radicais livres, pela acdiome metalicos como o ferro e cobre, e
inibicdo de enzimas responsaveis pela geracdo dieaiw livres. Flavonoides séo
compostos fendlicos que possuem um grande numegouges hidroxila com grande
habilidade de doar hidrogénio, cujo radical arilloformado apdés a doacdo de
hidrogénio no processo de captura de radicais sliypede ser estabilizado por
ressonancia .

Um método espectrofotométrico utilizado paradeterminacdo do contetudo de
flavondides usa o cloreto de aluminio. O céatiammahio forma complexos estaveis
com os flavonoides em metanol, ocorrendo na anéipectrofotométrica um desvio
para maiores comprimentos de ondas e uma inteacgficda absorcdo. Desta maneira,
€ possivel determinar a quantidade de flavonoinesedindo-se a interferéncia das
outras substancias fendlicas. Nestas condi¢cdesnplero Flavondide-Aluminio como
mostra a figura 6, absorve em comprimentos de omddasres do que o flavondides

sem a presenca do complexante.
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Figura 6: Reagéo do flavonbide com aluminio formando um cexpl

3.7. Estudos Preliminares (Marcha analitica)

Os extratos vegetais devem ser submetidos a uneatigacéo preliminar dos
seus constituintes quimicos, através de andlisefitajivas e de cromatografia de
camada delgada (CCD), no qual possibilita o comheio prévio e indica a natureza
das substancias presentes no extrato, facilitarekralha da técnica de fracionamento
cromatografico. As principais classes de constidsiquimicos de plantas medicinais
gue podem ser detectados com aplicacdo de testtiicas padrfes sdo: alcaldides,
cumarinas, fenois (flavonoides, taninos, lignanae@ignanas), e xantinas, utilizando
varios tipos de reveladores especificos. Estasaéitoquimica preliminar também se
constitui em um valioso instrumento utilizado nogqasso de selecdo de plantas para

estudos cientificos.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivos Gerais

O objetivo central do presente trabalho é deseevodv estudo fitoquimico
preliminar deMelaleuca alternifoliae aplicacdo do teste para avaliar o conteddo de

flavonoides e fendlicos assim como sua atividadiexddante.

4.2. Objetivos Especificos

a) Fazer pesquisa bibliografica envolvendo a espéetal estudada;

b) Obter o extrato bruto da planta por maceragéetanol,

c) Realizar ensaios qualitativos para a deterriimagas classes de produtos
naturais presentes no extrato, através de marehiacan

d) Particionamento liquido-liquido do extrato lbruegetal com hexano, acetato
de etila e n-butanol,

e) Aplicar os ensaios de atividade antioxidantendsaDPPH, assim como
determinar o conteudo fendlico e de flavondidesxtoato e fracdes dd. alternifolia;

e) Analisar por espectroscopia 0s possiveis commpasolados a partir do

vegetal.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Equipamentos e reagentes

As vidrarias necesséarias para o0 manuseio das amastrealizacdo dos testes
sdo comuns em laboratérios de quimica. Os solvenitesados, como etanol, hexano,
acetato de etila, foram obtidos comercialmentede®mais reagentes usados eram de
pureza analitica e foram utilizados sem tratamegmé&vio. O DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) foi obtido pela Aldrich.

As leituras espectrofotométricas foram realizaeias Espectrémetro UV-VIS,
Hitache 2000. Para determinacdo estrutural utis®ulnfravermelho, PERKIN
ELMER — FT 16 PC, Espectrébmetro de Ressonancia BtagnNuclear, BRUKER 200
MHz.

5.2.0btencéo do extrato hidroalcodlico bruto

Para obtencdo do extrato hidroalcoodlicos brut@rfoutilizados 361g de folhas
de material vegetal seco em estufa de circulac&@y ddemperatura < 40 °C. O material
vegetal seco foi triturado e macerado em alcodicetide grau comercial, e
acondicionados em frasco de vidro a temperaturaiesateb durante dez dias. O
macerado foi filtrado e evaporado em evaporadoatdab sob pressdo reduzida
(temperatura de aproximadamente 60°C). Obtendesa ce 23,12g do extrato bruto

SecCo.

5.3. Particionamento do extrato bruto deMelaleuca alternifolia

A 13,0 g do extrato bruto seco foram adicionad@@miL de metanol:agua 1:1
obtendo-se um precipitado. Esta solucéo foi filr@alapos esta etapa deu-se inicio a
uma extracdo liquido-liquido ao filtrado com solesnde distintas polaridades: i) n-

hexano, ii) acetato de etila, iii) n-butanol paraioar as fracdes hexano, acetato de
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etila, n-butanol e aquosa. Estas fracbes foramerdradas sob pressdo reduzida até

completa eliminacdo do solvente e armazenadas gamelsiapropriados. Figura 7.

O precipitado foi submetido a uma purificagao aristalizacdo em acetona. o

composto recristalizado foi submetido a estudosaspscopicos.

Precipitado Extrato Bruto

Metanol 50%

Filtrar

Solucdo metandlica

Solucao hidroalcodlica

com precipitado

v Hexano

Fragdo hexanica Solugdo aquosa

Acetato de etila

Fracdo acetato
de etila

Solucdo aquosa

n- butanol

v

Fracéo
butandlica

Solucdo aquosa

Figura 7: Fluxograma representando a separacao do extratodarufracoes

5.4. Investigacao quimica preliminar
Foram feitos estudos sobre 0s possiveis princgiiess presentes ridelaleuca
alternifolia, sendo realizados os ensaio qualitativos preliregjaa partir dos extratos

brutos, seguindo a marcha analitica, conforme wersg da figura 8. Esta marcha
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analitica permite detectar classes de metabdlisurslarios de plantas como

alcaléides, flavonéides, terpenos, entre outros.

Extrato Bruto

Seco
A C J
Solugéo / \ Taninos
Etérea Residuo + Filtrado Acido FeCls
Celite (A) (B)
D E
Sesquiterpenlactonas Solucéo
(Prova de Baljet) CHCl- Solucéo aq. Extr. CHCl3
(D) (©)
Cumarinas K
Acidos Organicos Fitoesterides Esteroides
® |iebermann-Buchard
B ® prova de Rosenheim
Fenois Acaldides
Alcaloides F -
Meyer
® Dragendorff
” —— G ® Bertrand
Flavonoides Glicosideos
Leucoantocianidinas
H Extr. CHCI3 Solucéo ag.(F)
(E)
I
Glicosideos esteroides e triterpérnicos Favondides
Alcaléides (HClI conc. + limalhas de magnésio)

Leucoantocianidinas

LegendaA: 1-metanol/dgua 1:1, 2- HCI pH=1, 3-Extracéo ef;@: 1- secar, 2- 4gua;
C: 1- HCI 1%,2 filtrar; D: 1- HCkL, 2- NaSO,, E: NH40H, pH=10 extraicdo c/
cloroférmio; F: HClI 10% manter o pH entre 2,5-3,0G: extracdo com
cloroférmio:etanol 3:2H: 1- NaSQ,, 2- secar]: etanol;J: agua;K: 1- NgaSO,, 2-
secar.

Figura 8: Fluxograma da marcha analitica
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5.5. Ensaios antioxidantes com DPPH

Uma solucdo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),004% em metanol é
adicionada sobre a solucéo teste, também em metasotoncentracdes a 200-2,5 ug
mL™. O teste foi feito em triplicata. A mistura foiitegla e ap6és trinta minutos, foi feita
a leitura em um espectrofotbmetro a 517nm. Umacéolwle DPPH 0,004% (2mL) e
metanol (1mL) corresponde a 100% de absorbancia«hR). A absorbancia do teste é
medida através da solucdo do extrato (1mL) e DPRHL) a qual € descontada a
absorbancia do extrato A..gque consiste numa solucdo de extrato bruto (1mL) e

metanol (2mL). A percentagem de atividade antiaxiel2 dada pela formula:

%AA =100 - [(Aeste— Abranco X 100) / Asontrold

O gréfico da percentagem de atividade antioxidamtefuncdo da concentracdo do
extrato vegetal, fornece a 4§ a concentracdo do extrato necesséria para causar
cinquienta por cento de atividade antioxidante, @uen valor utilizado na avaliacdo da

atividade antioxidante.

90 -
80 -

70 A Hexano

60 - ——E. Bruto

50 -
40 -

% DPPH

30 -
20 A
10 A

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

[ Fracaol], ppm

Figura 9: %DPPH no extrato bruto e fracdo hexanicddealternifolia

29



120 ~ Butanol

100 - Acetato de Etila
E 80 -
5 60 N\
S 40 -

20 \
0 \ \ \ \ \ |
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[ Fracdo ] ppm

Figura 10: %DPPH nas fracOes acetato de etila e butandéidd @lternifolia

5.6. Determinacédo de Fendlicos

A quantidade de fendlicos € determinadadsanreagente Folin-Ciocalteau. Esse
método consiste na mistura de 0,5 mL do extrabb, de agua destilada e 0,5 mL de
Folin-Ciocalteau. Apés o periodo de trés minuto®, L de carbonato de soédio
saturado é adicionado. A mistura € agitada e ap®@s hora iniciam-se as medidas. A
absorbancia é medida a 725 nm no espectrofotérdettdV-Vis. E feita uma curva de
calibragdo com acido galico (y = 5,51x + 1,77;0,997) e os resultados expressos em

mg de acido galico / g de extrato.

5.7. Determinacédo de Flavonodides

A determinacdo do conteudo flavondides é feitavas do método Quettier-
Deleu. Esse método consiste na mistura de 0,5 ndlodeto de aluminio (AIG) 2% ,
0,5 mL de extrato e 2,5 mL de etanol . A AbsoriEécmedida em 415 nm apds uma
hora de espera. A quantidade de flavonodides tétaibtida através de uma curva de
calibracdo feita com quercetina (y = 8,78x - 0,869;0,999) e os resultados expressos

em equivalentes de quercetina/g de extrato.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora existam vérios trabalhos relatando a cormp@osguimica de Oleos
essenciais de folhas diéelaleuca alternifoliaencontrados na literatura, poucos estudos
quimicos de outras partes desta planta foram desc8endo assim, torna-se
interessante realizar estudos fitoquimicos destat®| a fim de isolar possiveis

compostos que exibam atividade.

6.1. Analise do Estudo Preliminar (Marcha Quimica)

A marcha analitica preliminar aplicada ao extratddy das folhas delelaleuca
alternifolia mostrou grande diversidade de compostos secusdaNa tabela 1
encontram-se os resultados dos ensaios qualitagalizados para a determinacao das
classes de produtos naturais presentes no exthdidoo Entre |€és destacam-se os

esteroides, glicosideos esteroidais e triterpénflasnoides e taninos.

Tabela 1:Resultado da aplicacdo da Marcha Analitica no ExtBauto

Classes de Produtos Extrato Bruto Classes de Produtos Extrato Bruto
Naturais Naturais

Fitoesterdis (A) Sim Flavonoides Glicosideos (B)ao
Esterdides (C) Sim Leucoantocianidinas(E) N&o
Alcaléides (C) N&o Glicosideos esteroidais (E)im S
Alcaléides (D) N&o Triterpenicos (E) Sim
Flavonoides (F) Sim Acaldides (E) N&o
Leucoantocianidinas(F)Nao Taninos Sim

6.2. Andlise do ensaio para avaliacdo de fendlictidais

Este bioensaio também é utilizado para aiapéo antioxidante dos extratos e

fracbes, porém, ele detecta apenas os fendlicaemies. Uma cor azul-da-prasia
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indica a presenca de fendlicos no extrato ou fmc@®rtanto, quanto maior a
intensificagdo dessa cor, maior a quantidade dé@ifes no extrato. A quantidade de

fendlicos totais nos extratos e fracdes pode ssrobhda na tabela 2.

Tabela 2: Conteudo de fendis totais dos extratdsacoes dl. alternifolia

Extrato/fracoes Fendlicos totais fhg ac.galico/g de extrato)
Extrato Bruto 69,31
Hexanico 31,58
Acetato de Etila 280,22
n- butandlica 280,13

As fracdes que obtiveram maior concentrafgdendlicos foi a acetato de etila e
n-butandica (280,22 e 280,13 miligramas de acid@afor gramas de extrato), e
levando em conta a quantidade de fendlicos apeed®ngelas fragbes e extrato bruto
deve-se incentivar um maior estudo dessas, a fimalmos compostos responsaveis

por essa atividade.

6.3. Analise do ensaio para avaliacédo de flavonésimtais

Esse ensaio é feito usando como réagesloreto de ferro lll, que forma um
complexo com o flavonéide deixando a solucdo vestewa. Quanto maior a
concentracdo de flavonoides no extrato ou fracdormsara a intensidade da coloracao.

A quantidade de flavonodides nos extratos e frapdde ser observada na tabela 3.

Tabela 3: Conteudo de flavondides totais dos extradscdes dd. alternifolia

Extrato/fracbes Flavondides totais fng quercetina/g de extrato)
Extrato Bruto 64,96
Hexanico 82,21
Acetato de Etila 185,17
n- butandlica 220,60
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De acordo com os resultados mostrados, a frac&@ apuesentou maior
concentracdo de flavondides foi a n-butandlica iskegda acetato de etila ( 220,60 e
185,17 mg quercetina por gramas do extrato) respecente. Devido a esses
resultados, podemos dizer que a maior parte ddidem@&ncontrados nessas fracdes é
constituido de flavonoides.

Levando em conta a grande importancia dos fladesopara a prevencao de

diversas doencas, devemos nos preocupar em isgkatipo de metabalito.

6.4. Andlise do Bioensaio para Atividade Antioxidate

O bioensaio que utiliza o radical livre DPPH éimditio para determinar possivel
atividade antioxidante de extratos vegetais. Exlecal € relativamente estavel, de forte
coloracdo azulada e suficientemente sollvel emo&cmisciveis em agua, como o
metanol.

A acdo sequestrante de elétrons de radicais Ipets DPPH deve-se a reacgao
deste com compostos, geralmente fendlicos, petaaghe de um radical hidrogénio de

acordo com a equagao:

(DPPH) + Flavonéide-O-H — (DPPH):H + Flavonoide-O

A solucdo metandlica de DPPH 0,004% é progressmgandescorada com a
adicdo do extrato, e, quanto maior for a atividadgoxidante do extrato, maior seréa a
descoloracédo da solucédo. Foram testados o extrato b as fracbes obtidas a partir
deste extrato dilelaleuca alternifoliaOs graficos de porcentagem do DPPH, medidos
a 517 nm no espectrofotdmetro UV-VIS em func¢éo alzcentracdo do extrato bruto e
fracdes (6,5 — 200ppm) é mostrado nas figuras 9.eAlpercentagem de atividade
antioxidante é dada pela diminuicdo da %DPPH. Orvdg 1G, para o extrato bruto e
fracOes encontram-se na tabela 4. Pode-se notaiodas as fracbes e o extrato bruto
apresentaram atividade antioxidante, sendo queidraretato de etila foi a que
apresentou maior atividade seguida da n-butanéieado que ambas apresentam

atividade antioxidante maior que o BHT e o acidm#dsico.
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Tabela 4: Atividade antioxidante do extrato e frac6eduiealternifolia

Extrato / Fragbes Folhas (1Go, pg/mL)
Extrato Bruto 46,66
Fracdo Hexanica 126,6
Fracdo Acetato de Etila 11,73
Fracdo n-Butanol 12,04
BHT 17,3
Acido Ascérbico 21,5

6.5. Analise do estudo espectroscopico do precigiia da Melaleuca

alternifolia

Um precipitado foi obtido ap0s a suspensdo do textibauto seco em uma
mistura de metanol/agua 1:1, sem a necessidade édeicds de separacdo
convencionalmente usadas em laboratério de fitogaimEste precipitado foi
submetido a uma recristalizacdo em acetona, adipudfica-lo para posterior analises
espectroscopicas.

Apés a recristalizacdo do precipitado em acetormyrificado foi submetidos a
andlise do infravermelho (Anexo 1), o espectromostrou uma absor¢do em 3418 cm
! relativa a absorcdo de grupo —OH e outra absdngéasa em 2939 cihcaracteristica
do estiramento da ligacdo C-H. A banda de absceg#d 688 cm' indica a presenca
do grupo funcional carbonila. A observacdo da batala=0 e do —OH sugerem a
presenca de um grupo acido carboxilico na molédldanda intensa de C-H em
relacdo a banda da carbonila implica que estaweg estrutura triterpénica (Figura
11). Observa-se também absorcéo devido ao grupmesiteno em 1639 e 883¢m

O espectro de RMRH apresenta um perfil caracteristico de triterpgrara esta
estrutura. Pode-se observar a presenca de umdadighpla dissubstituida (terminal)
pela absorcdo dos atomoshddrogénio olefinicos posicionados &,70 e 4,59 ppm.
Emd 4,70 ( 1H, s) & 4,59 ( 1H, s ), que juntamente com a absorcaé &/69 (3H, s )
caracterizam uma classe de triterpeno com o edquélpeno. Um sinal para
hidrogénio de carbono metinico exibindo um grupdrdxil (6 3,12, dd; J= 4,8 e 11,6
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Hz), também este presente no espectro de RMNAHrexo 2). Além disso, cinco
singletos relativos a outras cinco metilas séomwhsas end 0,94 (C-23, 3H),5 0,74
(C-24, 3H),5 0,85 (C-25, 3H)$ 0,96 (C-26, 3H) & 1,00 (C-27, 3H).

O espectro de RMN®C confirmou a estrutura como sendo o &cido betdini
(Figura 11). O espectro (Anexo 3) mostrou sinare@a@ados para 0 grupo isopropileno
ligado ao C-19, exibindo os valores 8€150,80 (C-20), 6 109,00 (C-29) para os
carbonos de ligacao dupla. Observou-se tambémnass sied 178,90 para o carbono
carboxilico & 78,46 para o carbono ligado ao grupo OH.

O espectro de RMYC/DEPT (anexo 4) juntamente com o nimero de cashono
e 0s dados encontrados na literatura (tabela Hsilpbtaram a identificacdo da
substancia como sendo o acido betulinico. (AdhiBroxi-20(29)- lupen-28-6ico), um
triterpendide com esqueleto lupeno estrutura dadid 1.

Triterpenos do grupo lupeno sédo um dos trés magngsos de triterpendides
pentaciclicos em fontes naturais, e mostram potatitedade anti-cancer e anti-
H|V.42'43

Figura 11: Estrutura do acido betulinico
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Tabela 5 Dados de RMNC e RMN'C para &cido betulinico, comparando

com dados da literatura

Carbono Literauta ** || Literatura ** || Dados Hidrogénio || Literatura * || Dados
RMN *C RMN *C Experimentais RMN 'H Experimentais
(CD;0OD) (CD;0OD) RMN *c
(CD5OD)
C-1(CHy) 38,7 38,8 38,7 Hd 0,83
C-2 (CH) 27,4 275 26,8 HA 1,57
C-3 (CH) 78,9 774 78,4 H-2 1,45
C-4 (C) 38,8 38,9 38,8 H-3 2,98 3,11
C-5 (CH) 55,3 55,4 55,6 H-5 0,60
C-6 (CH) 18,3 18,4 18,3 H& 1,44
C-7 (Ch) 34,3 34,4 34,3 H{6 1,32
C-8 (CH) 40,7 40,7 40,7 H-7 1,31
C-9 (CH) 50,5 50,4 50,8 H-9 1,22
C-10 (C) 37,2 37,1 37,1 H-21 1,36
C-11 (CH) 20,8 20,9 20,8 H-18L 1,18
C-12 (CH) 25,5 25,3 25,6 H-1? 0,96
C-13 (CH) 38,4 38,0 38,4 H-p2 1,62
C-14 (C) 42,4 42,4 42,3 H-13 2,24
C-15 (CH) 30,5 29,6 30,5 H-15 1,08
C-16 (CH) 32,1 32,2 32,1 H-16 2,14
C-17 (C) 56,3 55,8 56,2 H-18 1,49
C-18 (CH) 46,8 47 H-19 2,96 3,01
C-19 (CH) 49,2 49,1 49,2 H-21 132
C20 (C) 150,3 150,6 150,8 HRL 1,82
C-21 (CH) 29,7 30,6 29,6 H-22 1,38
C22 (CH) 37.0 37.0 36,9 H-22 1,82
C-23 (CH) 37,9 28,4 27,4 H-23 0,87 0,96
C-24 (ChH) 15,3 16,1 15,4 H-24 0,65 0,75
C-25 (CH) 16,0 16,3 H-25 0,76 0,85
C-26 (CH) 16,1 16,9 H-26 0,87 0,94
C-27 (CH) 14,7 14,8 14,9 H-27 0,92 1,00
C-28 (C) 180,5 177,6 178,9 H-29 4,53 4,59
C-29 (CH) 109,6 109,8 109,0 H-29 4,66 4,70
C-30 (CH) 19,4 19,4 H-30 1,63 1,65
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho desenvolveu-se um estudo fitoquirpigiminar da espécie
vegetalMelaleuca alternifolia aplicando uma marcha analitica. Avaliou-se també
atividade antioxidante usando DPPH, assim como nteddo de fendlicos e
flavonoides.

Na marcha analitica, foi observado a presenca mieos fendis, esteroides,
flavondides, glicosideos esterdidais e triterpénico

O precipitado obtido a partir do fracionamentauildgp-liquido foi analisado
através de andlises de IV, RMN, RMN *C e RMN**C/DEPT e sugere a presenca do
triterpeno acido, acido betulinico.

A atividade antioxidante usando DPPH aplicada matsato bruto e fracoes
acetato de etila, hexanica e butanodlica, mostraa apifragbes acetato de etila e n-
butanodlica foram as mais ativas. O contetdo delitergde flavondides foi encontrado
em maior quantidade também nestas fracoes.

Considerando a atividade antioxidante e o contelgtendlicos e flavonoides,

deve-se incentivar o isolamento dos compostos nsgpeis por esta atividade.
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9. ANEXOS
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IV. Fitvado do melcleweon

__ c\pel_data\spectra\mppt.sp

Anexo 1:: Espectro de IV do precipitado Meelaleuca alternifolia(Pastilha de KBr).
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Thaise_pptmelal_CD30D_H1

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data

Sample directory:
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul
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PULSE_SEQUENCE OBSERVE  H1, 400.0479698|DATA PROCESSING {Thaise_pptmelal_CD30D_H1 |
Relax. delay 1.000 sec Line broadening 2.0 Hz ;
Pulse 45.0 degrees FT size 65536 M \ \ Archive directory: /expo|
Acq. time 2.728 sec Total time 7 minutes €laleuvco. sample directory:

Filrvedo

i File: PROTON |
I |
Pulse Sequence: szpul |
_ARAYeRt: tBARRP,

Anexo 2 Espectro de RMNH do precipitado d&lelaleuca alternifolia
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Thaise_pptmelal_CD30D_C13

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
Sample directory:
File: CARBON

Pulse Seguence: s2pul
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27904 repetitions

Total time 17.8 hours

Melaleuca

- filkrode

Archive directory: /expo
| Sample director
| File: CARBON

Pulse Sequen
[ AmbYeRt : tER

Anexo 3: Espectro de RMNC do precipitado dblelaleuca alternifolia

43




e w
A SN A

@@@WWMWWWWmemmwmwmwmmwa$%wkmwmw
@ﬁMmMMmWWMWWAWWWMWMMMWWWMWWWWWW

Anexo 4: Espectro de RMNC/DEPT do precipitado deelaleuca alternifolia
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