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RESUMO

A Uncaria tomentosa, popularmente conhecida como unha-de-gato ¢ uma planta trepadeira,
que estd entre as plantas com potencial terapéutico e econdmico significativo, devido aos
componentes alcaloides e fendlicos que compdem 0s grupos mais importante de metabdlitos
secundarios observados na espécie. Os Solventes Eutéticos Profundos (DES) sdo misturas de
compostos com ponto de fusdo inferior ao de qualquer um de seus componentes e gracas a
possibilidade de adequar suas propriedades para fins especificos, tornaram-se de crescente
interesse tanto para a pesquisa quanto para a industria. Considerando a diversidade de
compostos fendlicos e sua distribuicdo diferenciada, este trabalho teve como objetivos a
extracao, e quantificacdo dos compostos fendlicos da planta Uncaria Tomentosa, na presenca
do aditivo DES [betaina][ureia]. O DES foi adicionado ao etanol para extracdo de compostos
fendlicos e o conteGdo desses compostos foi determinado, segundo 0s métodos
espectrofotométricos usando o reagente Folin-Ciocalteu. Os resultados obtidos mostram
aumento de Polifenois Extraiveis Totais (PET) com o aumento da concentracdo de DES,
porém estes valores foram inferiores ao contetdo de PET obtido na extragcdo apenas com
etanol. Mais estudos precisam ser realizados com diferentes concentragdes e quantidade de

DES, para estimular e direcionar a continuidade da pesquisa.

Palavras-chave: Unha-de-gato, Polifendis extraiveis totais, Solventes Eutéticos Profundos,

Método espectrofotométrico.



ABSTRACT

Uncaria tomentosa, popularly known as cat's claw is a climbing plant, is among plants with
significant therapeutic and economic potential due to the alkaloid and phenolic components
that make up the most important groups of secondary metabolites observed in the species.
Deep Eutectic Solvents (DES) are mixtures of compounds with a lower melting point than
any of its components and thanks to the ability to tailor their properties for specific purposes,
have become of growing interest for both research and industry. Considering the diversity of
phenolic compounds and their differentiated distribution, this work had as objectives the
extraction and quantification of the phenolic compounds of the Uncaria Tomentosa plant, in
the presence of the additive DES [betaine] [urea]. DES was added to ethanol for extraction of
phenolic compounds and the content of these compounds was determined using
spectrophotometric methods using the Folin-Ciocalteu reagent. The results obtained show an
increase of total extractable polyphenols (PET) with the increase of the DES concentration,
but these values were lower than the PET content obtained in the extraction with ethanol
alone. More studies need to be performed with different concentrations and amount of DES to

stimulate and direct the continuity of the research.

Keywords: Catheter, Total Removable Polyphenols, Deep Eutectic Solvents,
Spectrophotometric Method.
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1 INTRODUCAO

A Quimica é um ramo da Ciéncia da Natureza que estuda a matéria, suas propriedades,
constituicdo, transformacdes e a energia envolvida nesses processos e possui um grande
impacto sobre a nossa sociedade, tanto no ambito tecnoldgico quanto cientifico. No entanto,
0S processos quimicos também podem causar prejuizos ao meio ambiente, fato este que ja
vem sendo destacado por pesquisas na area de Quimica Ambiental. Neste contexto,
pesquisadores de diversas areas da quimica tem buscado o desenvolvimento de técnicas e
metodologias que tenham carater ambientalmente amigavel e limpo, seja este em nivel
académico ou em atividades industriais (SILVA, 2004). O desenvolvimento desses processos
alternativos tem focado nos Principios da Quimica Verde, especialmente naqueles que visam
a diminuicdo da quantidade de residuos gerados ao final das reacdes, da substituicao, reducéo
ou eliminacdo de reagentes e/ou solventes toxicos ou que gerem produtos e sub-produtos
toxicos, sendo estes nocivos a satde humana ou ao ambiente (FERREIRA et al., 2013). Dessa
forma, a contribuicdo de projetos voltados para a Quimica Verde € de grande importancia e
interesse para garantir a protecdo ambiental, a gestdo de materiais toxicos e seu ciclo de vida e
0 desenvolvimento de materiais que possam substitui-los. A Quimica Verde incentiva uma
producdo mais limpa e com menos poluentes industriais, garantindo que os fabricantes
assumam uma maior responsabilidade para os produtos que eles produzem (SILVA, 2004,
FERREIRA et al., 2013).

Para solucionar os inumeros problemas causados em decorréncia de processos
quimicos, tém se destacado a busca por solventes “verdes”, a fim de substituir os solventes
convencionais e, consequentemente, levando a reducdo da quantidade de residuos organicos o
que diminui o impacto ambiental. Os Liquidos 16nicos (LIs) sdo solventes que tem
recebido grande atencdo no ambito da Quimica Verde, por serem considerados
potencialmente mais eficientes e ambientalmente amigaveis, podendo ser reciclados e
reutilizados por véarias vezes sem perda significativa de sua atividade como solvente e/ou
catalisador. Geralmente, sdo sais organicos formados por um anion inorgénico e um cation
organico cujo ponto de fusdo é inferior a 100°C. Qualquer composto que apresente uma
estrutura cristalina idnico-covalente que esteja no estado liquido, como por exemplo, misturas
eutéticas ou combinagdes organominerais, a principio, pode ser considerado um liquido idnico
(EMMA et al., 2014).

Propriedades como baixa volatilidade, carater ndo-inflaméavel, alta estabilidade térmica
e alta capacidade de hidratacdo, permitem que os LIS sejam utilizados como solventes

adequados em processos cataliticos, processos de separacdo, como eletrolitos para baterias,
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fotoquimica, eletropolimerizacéo, etc. Os LlIs apresentam desvantagens como sua viscosidade
que dificulta a agitacdo e a homogeneizacdo do meio reacional, e torna lenta a dissolucdo de
algumas substancias, enquanto a sua pressdo de vapor nula impede que possam ser removidos
a pressdo reduzida, de modo que os produtos tém muitas vezes de ser obtidos por extracdo
com solventes. Por outro lado, apresentam um custo maior que a maioria dos solventes
convencionais, e a sua toxicidade ¢ mal conhecida.(OLIVEIRA et al., 2010)

Para superar as limitagfes dos LIs, surgiram os solventes eutéticos profundos (Deep
Eutectic Solvents - DES), que sdo misturas eutéticas oriundas de um sal de amdnio com um
composto que possa fazer ligagdes de hidrogénio, ou seja, um sal quaternario com um doador
de ligacdo de hidrogénio (Hydrogen Bond Donor - HBD) em temperatura ambiente, como
ureia, &cido ou amina. Também chamados liquidos i6nicos de terceira geracdo, 0os DES sédo
mais facilmente obtidos com elevada pureza e baixo custo, apresentando também, em geral,
toxicidade baixa ou mesmo nula, 0 que representa uma importancia mais significativa em
relacdo aos LIs. Um DES é um tipo de solvente composto de um sal com um HBD a
temperatura ambiente que tem um ponto de fusdo mais baixo do que qualquer um dos
componentes individuais. Além disso, DESs, sdo aplicados para a modificacdo de alguns
materiais, tais como polimeros ou silica, e estes materiais modificados por DESs tém sido
aplicados para a extragcdo ou separacao de compostos em virtude das suas interagfes (EMMA
etal., 2014; LOPES etal., 2014).

Recentemento, o DES vem sendo utilizado como uma nova opgdo para extrair
metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos, em vez de solventes organicos
convencionais. Hoje em dia, este principio estd sendo ampliado para a criacdo de solventes
projetados, usando varias combinagdes de HBA (Hydrogen Bond Donor) e HBD (Hydrogen
Bond Aceptor), com propriedades compativeis para dissolver rigorosamente e extrair
compostos naturais e bioativos de plantas, 6leos ou biomassa, valorizando produtos naturais

ou residuos como fonte de compostos valiosos (VIEIRA et. al, 2018).

Compostos fendlicos sdo substancias fitoquimicas originadas do metabolismo
secundario de algumas espécies vegetais, onde desempenham um papel essencial para seu
crescimento e reproducdo. Esse grande e complexo grupo faz parte dos constituintes de uma
variedade de plantas, frutas e produtos industrializados. Estes compostos dividem-se em
flavonoides (polifendis) e ndo-flavondides (fendis simples ou acidos). Esses compostos tém
sido amplamente estudados por possuirem importantes propriedades biolégicas como, anti-

inflamatorias, antivirais, analgesia, anticarcinogénica, antimicrobiana e antioxidante. De
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maneira geral, a acdo benéfica dos compostos fendlicos na salde humana tem sido
relacionada com a sua atividade antiinflamatéria e com a atividade que impede, ndo s6 a
aglomeracédo das plaquetas sanguineas, mas também a acdo de radicais livres no organismo,
fazendo com que protejam moléculas como o DNA, podendo vir a abortar alguns processos
carcinogénicos (DURAND et al., 2017).

Os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes localizados em varias
posicdes dos anéis A, B e C, as duplas ligacdes dos anéis benzénicos e a dupla ligacdo da
funcdo oxo (-C=0) de algumas moléculas de flavonoides garantem a esses compostos sua alta
atividade antioxidante. (SILVA et al., 2010).

As técnicas mais utilizadas para a extracdo dos compostos fendlicos sdo extracbes
liquido-liquido ou extracdes em fase sélida. Para a extracdo sdo empregados solventes,
principalmente solventes organicos, como por exemplo acetona e acetato de etila, metanol,
etanol e propanol ou suas misturas. Apesar de que 0s solventes orgéanicos tenham excelente
capacidade de dissolucéo e extragdo, eles apresentam muitas contrariedades especificas, como
acimulo na atmosfera (baixos pontos de ebulicdo), inflamabilidade, alta toxicidade, ndo
biodegradabilidade e custo (DURAND et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Considerando a necessidade de desenvolvimento de metodologias para a extracdo de
compostos bioativos presentes em produtos naturais, 0s objetivos gerais desse projeto estéo
relacionados com a sintese de DES e a sua aplicacdo no processo de extracdo de compostos

fendlicos totais da casca da Uncaria tomentosa (Unha-de-gato).

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o DES como solventes para favorecer a extracdo de compostos bioativos
presentes na casca da Uncaria tomentosa;

e Estudar e coletar informac@es sobre a utilizacao e aplicacdo da espécie;

e Divulgar os resultados obtidos, mostrando a utilizacdo de DES na extracdo das
substancias bioativas da espécie;

e Sintetizar DES a partir de uréia e betaina.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Material em Estudo: Uncaria tomentosa (UNHA-DE-GATO)

A Uncaria tomentosa é uma planta trepadeira e pertence a Familia Rubiaceae, estdo
entre as plantas com potencial terapéutico e econdémico significativo, ocorrem em florestas
tropicais, especialmente na Amazbdnia, em areas como Belize, Bolivia, Brasil, Colémbia,
Costa Rica, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana, Honduras, Nicaragua, Panama, Peru e
Venezuela e esta distribuida principalmente nos estados do Acre, Amapa, Amazonas e Para
(Figura 1) (HONORIO, 2016).

Figura 1 - Localizagdo das principais regides, destacados em verde, do género Uncaria.

=30 75" «B0° 45 =30

Fonte: Modificado de POLITTO, 2006

H& mais de 2000 anos, existem relatos de que a unha-de-gato ja era utilizada pelos
Incas e povos indigenas do Peru — Ashaninka, Aguaruna, Cashibo e Canibo — para o
tratamento de doengas como asma, feridas profundas, artrite, reumatismo e inflamagdes em
geral (TAYLOR, 2002).
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O termo "tomentosa" vem da observacdo de nervuras salientes, com a aparéncia de
veias finas na superficie inferior das folhas, por isto € popularmente conhecida como unha de
gato, uma designacdo relacionada com sua morfologia vegetal (Figuras 2 e 3). Possui
espinhos sobre a haste, que sdo muito semelhantes as unhas, suas folhas sdo perenes, as flores
s&o amarelo-branco, e os espinhos séo afiados e de consisténcia lenhosa (HONORIO, 2016).

Figura 2 - Espinho da espécie Uncaria Tomentosa (willd.)

Fonte: BIESKI (2006)

Figura 3 - Orgéo Floral de Uncaria tomentosa.

Fonte: BIESKI (2006)

Na U. tomentosa, os alcaloides estdo presentes nas flores (2,10%), folhas (1,59%),
casca do caule (0,50%), ramos de espinhos (0,32%) e raiz (1.00-2,00%). Um estudo realizado
com a U. tomentosa mostrou que o teor de alcaloides oxind6licos variou, tanto na casca do
caule (0,328-2,591%), folhas (0,360-4,792%) e as sucursais (0,347-1,431%) (HONORIO,
2016).

Estudos farmacoldgicos realizados com extratos da U. tomentosa confirmaram seu
potencial bioldgico por apresentarem atividade antioxidante, anti-diabética, antimicrobiano,
anti-inflamatorio, imuno-estimulante, anti-cancer, e efeitos na doenga de Parkinson, como
apresentado na Tabela 1 (HONORIO, 2016).



Tabela 1 - Usos tradicionais da Uncaria tomentosa e suas aplicacdes

Usos tradicionais da Uncaria tomentosa

Aplicagoes

Abscesso
Artrite
Asma
Cancer
Contracepcao
Efeitos colaterais de quimioterapia
Febres
Feridas
Fraqueza
Hemorragias
Inflamacdes
Inflamacdes no trato urinario
Irregularidades menstruais
Limpeza dos rins
Prevencédo de doencas
Purificacdo da pele
Purificacdo do sangue
Reumatismo
Como revigorante

Ulcera gastrica

Além dos usos citados, por suas
habilidades de limpar o trato
intestinal, a Uncaria tomentosa €
uma planta indicada para o0
tratamento devérias doencas como:
doenca de Crohn, diverticulite,
sindrome do célon irritado, colites,
hemorroidas, fistulas,
vermes,melhora da flora intestinal. E
também empregada para: artrites,
bursites, reumatismo, herpes genital
e herpeszoster, alergias, candidiases
sistematicas, lupus, fadiga cronica,
intoxicacdo ambiental, coadjuvante

em depressdo e AIDS.

Fonte: Modificado de VALENTE et al., 2006a.

3.2 Componentes Quimicos da Uncaria tomentosa

Os alcaldides compbem o grupo mais importante de metabdlitos secundarios (Figura
4) observados na espécie U. tomentosa e podem ser classificados quanto a sua cadeia ciclica
de carbonos — tetraciclicos e pentaciclicos — e/ou de acordo com o0 componente
(indolalcaléides ou oxindolalcaléides) (WHO, 2007).

A espécie U. tomentosa, destaca-se por sua atividade imuno estimulante, sendo
também citotoxica, anti-inflamatoria e antioxidante. Em funcdo de sua propriedade imuno

estimulante, U. tomentosa é atualmente uma planta de alto valor comercial no Brasil e no
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mundo. As cascas do caule e as folhas da espécie sdo comercializadas in natura ou como
fitoterapicos na forma de capsula ou comprimido. A espécie contém, alcaloides oxindolicos,
N-oxi-oxinddélicos e inddlicos, triterpenos glicosilados, taninos e flavonoides (DUAN et al.,
2016).

O grupo mais importante que tem sido descrito para a espécie U. tomentosa, sdo 0s
alcaloides metabdlitos secundarios, que sdo divididos em alcal6ides tetraciclicos
(corinanteina, diidrocorinanteina, hirsuteina e hirsutina) alcaloides oxindolicos (rincofilina,
isorincofilina, corinoxeina, isocorinoxeina, rotundifolina e isorotundifolina) alcaloides
indodlicos pentaciclicos (acuamigina, augustolina, isoamalicina e tetraidroalstonina) e
alcaloides oxindélicos (speciofilina, mitrafilina, isomitrafilina, pteropodina, isoteropodina, e
uncarin F), e alcaloides glicoinddlicos (3a-diidrocadambina e dolichantosina) (HONORIO,
2016).

Figura 4 - Alcal6ides oxi-indélicos presentes na Uncaria.

o
CH30,C

3- Uncarina F

CH30,C’ N
4- Isomitrafilina

7- Ry= Etil, Rincofilina 9- R,= Etil, Isorincofilina
8- R;= Vinil, Corinoxeina 10-R,= Vinil, Isocorinoxeina

11- Hirsutina

Fonte:(VALENTE et al, 2006a)

Nos anos 70, Wagner et al, da Universidade de Munique, Alemanha (WAGNER et al,
1985) estabeleceram que em culturas de células e em animais, quatro alcaloides oxindélicos
presentes nas raizes de U. tomentosa (isomitrafilina, isopteropodina, R' = Vinil,
Isocorinoxeina) aumentavam a capacidade das células em digerir e destruir organismos
estranhos (fagocitose). Alguns anos depois, Wurm e colaboradores (1998) mostraram que
uma mistura dos alcaloides oxindélicos pentaciclicos: especiofilina, mitrafilina, uncarina F,
isomitrafilina, pteropodina e isopteropodina induzem células endoteliais a liberar
determinado(s)fator(es) que promovia(m) uma grande melhoria na resposta imunoldgica e,

que a adicdo de pequenas quantidades (1%) dos alcaloides oxinddlicos tetraciclicos:
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rincofilina e isorincofilina, reduziria, a atividade demonstrada. Esses resultados levaram a
producdo de extratos de unha-de-gato e sua comercializagdo como fitoterapico. (VALENTE
et al., 2006a)

3.3 Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos caracterizam uma das principais classes de metabdlitos
secundarios, podendo ser sintetizados pela via do acido chiquimico e/ou pela via do acido
mevalonico. Estes sdo 0s compostos que possuem uma, ou mais, hidroxilas ligadas a um anel
benzénico e, mesmo que tenham um grupo caracteristico de alcoois, esta classe de compostos
possui propriedades especiais, pois sdo compostos mais acidos que os alcoois, podendo ser
oxidados com maior facilidade. Os polifendis englobam os compostos fenolicos que possuem
multiplos anéis fendlicos em sua estrutura e podem ser divididos em classes de acordo com o
namero de anéis fendlicos e os elementos estruturais que ligam estes. (STAHL, 2011)

Esses compostos formam um grupo heterogéneo que inclui uma grande pluralidade de
substancias classificadas quanto a estrutura quimica, simples ou complexa. Quanto a estrutura
quimica, as classes de compostos fendlicos sdo caracterizadas pelo ndmero de anéis
aromaticos da cadeia e pelo nimero de carbonos ligados a esta. Assim, fenois simples, acidos
fenolicos e os fenilpropandides sdo exemplos de compostos fendlicos mais simples e
estilbenos, flavonoides, ligninas e taninos de compostos fendlicos mais complexos. Por serem
aromaticos, esses compostos apresentam intensa absor¢do na regido do UV e, por serem
fendlicos, sdo muito reativos quimicamente. (ARCHELA, 2013)

Dentre as principais classes de compostos fenolicos, os flavondides constituem a
maior delas (Figura 5). Possuem estrutura molecular basica composta por dois anéis
aromaticos ligados entre si por uma cadeia de trés carbonos, totalizando 15 4tomos de carbono
que apresentam-se, frequentemente, hidroxila dos e/ou conjugados com moléculas de aguUcar.
(ARCHELA, 2013).
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Figura 5 - Estrutura quimica dos Flavondides
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Fonte: (ARCHELA, 2013)

Estes compostos sdo metabdlitos secundarios das plantas, geralmente incluidos na
defesa contra organismos patogénicos ou raios ultravioletas. Assim, os polifendis séo
encontrados em uma ampla variedade de frutas, legumes; verduras; e em alimentos e bebidas
processados destes, como cha, vinho e outros. As fungdes dos flavonoides para as plantas séo:
protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra herbivoros e patdgenos,
atracdo de polinizadores e alelopatia. (ARCHELA, 2013)

3.4 Solventes Eutéticos Profundos: Sintese e Aplicacdo na Extracao de Alcaloides

O crescente impacto sobre 0 meio ambiente tem colocado a “extracdo verde" no centro
das atengdes das comunidades cientifica e industrial, onde baseia-se na descoberta e geracao

de processos de extracdo que reduz o consumo de energia, permitindo a utilizacdo de
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solventes alternativos e produtos naturais renovaveis (BUBALO et al., 2016). A tecnologia
verde facilita o uso de meios ndo perigosos. Novas técnicas de solubilizacdo que sdo
aceitaveis ao meio ambiente, controlando algumas propriedades fisicas como temperatura e
pressao, e desenvolvendo novos solventes verdes (BUBALO et al., 2016). Nos Gltimos anos,
os solventes eutéticos profundos (DES) tem se expandido e recebido grande énfase para
substituir os solventes atuais como uma nova alternativa promissora para solventes organicos
tradicionais (DAl et al., 2013a).

Os DES (Figura 6) sdo misturas de compostos com ponto de fusdo inferior ao de
qualquer um de seus componentes e gracas a possibilidade de adequar suas propriedades para
fins especificos, tornaram-se de crescente interesse tanto para a pesquisa quanto para a
industria, atraindo a atencdo como solventes em sintese organica e biocatalise, producéo de
polimeros, eletroquimica, nanomateriais, processos de separacdo, analise, aplicagdes
biomédicas e extracdo de compostos biologicamente ativos a partir de materiais vegetais
(BUBALDO etal., 2016; DAI et al.,2013a).

Os produtos naturais sdo uma fonte abundante e perfeita de componentes de Lls e
DESs devido a sua enorme diversidade quimica, biodegradabilidade, sustentabilidade e perfil
de toxicidade farmaceuticamente aceitdvel (Figura 5). Diferentes tipos de biocompostos
(&cidos orgénicos, acUlcares, poli-alcoois, aminas e aminoécidos) tém sido utilizados para a
preparacdo dos DES, por meio de métodos de preparacdo bastante simples, uma vez que
envolvem apenas agitacdo a temperatura ambiente ou aquecimento a 100 °C. A temperatura
utilizada para a sintese e a temperatura de fusdo (Tm) dependem muito de sua composicao.
No caso dos cétions, a simetria do cation utilizado diminui, assim como a Tm das misturas, de
forma semelhante as dos LIs. A deslocalizagdo que ocorre através da ligacdo de hidrogénio
entre o anion haleto e a por¢cdo doadora de hidrogénio é responsavel pela diminuicdo da Tm
da mistura (DAl et al., 2013a).

Duan et al. (2016) descreveram um método verde utilizando DES como aditivos para a
extracdo de diferentes tipos de compostos naturais bioativos. A pesquisa envolveu cinco ervas
medicinais chinesas -BerberidisRadix (BR), EpimediiFolium (EF), NotoginsengRadix e
Rhizoma (NRR), RheiRhizoma et Radix (RRR) e SalviaeMiltiorrhizaeRadix et Rhizoma
(SMR) - para avaliar a sua eficiéncia na extracdo de alcaldides, flavonoides, saponinas,
antraquinonas e &cidos fenolicos, respectivamente. Os DESs provaram ser solventes eficientes
para a extracdo de alcaloides, &cidos fendlicos, flavonoides e saponinas, mas demonstraram

menor capacidade de extracdo para antraquinonas. Este trabalho forneceu exemplos praticos
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mostrando a sintonia de DESs que extraem seletivamente e eficientemente compostos
bioativos de biomateriais (DUAN et al., 2016).

Os produtos naturais sdo de fato uma fonte abundante e ideal de substancias para
sintese de DES porque possuem muitas vantagens como solventes, como por exemplo, baixo
custo, inércia quimica com agua, viscosidade ajustavel, facil biodegradabilidade, toxicidade
farmaceuticamente aceitavel e sustentabilidade, etc (VALENTE et al., 2006b).

Figura 6 - Estruturas quimicas de diferentes compostos que podem formar misturas eutéticas.
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Fonte: VALENTE et al., 2006b

4 METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de Quimica
Organica do Departamento de Quimica e Fisica (DQF), localizado do Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), com exce¢do das medidas de
absorbancias que foram realizadas no Laboratorio de Biologia e Tecnologia P6s-Colheira

(LBTPC) do mesmo departamento.
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4.1 Preparacao dos Solventes Eutéticos Profundos (DES)

A obtencdo dos DES foi realizada através da mistura dos reagentes betaina e uréia

(1:6), sendo aquecido a 100°C por 2 h, sob agitacdo constante (Tabela 2) (Figura 7), como
descrito por Dai et al. (2013b).

Tabela 2 - Composicéo do DES

Reagentes Estrutura Mmol PM (g/mol) Massa
Pesada
Betaina | 9 1 153,31 0,1557
@
c1®
Ureia o 6 60,06 0,3490
HZNJ\NHZ

Fonte: Prdpria

Figura 7 - Preparagdo do DES

Fonte: Propria
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4.2 Extracdo de Polifendis do Material Vegetal

A extracdo foi realizada em um baldo de reacdo de 50 mL com cerca de 0,540 g do
material vegetal, que foi adquirido comercialmente em um supermercado na cidade de Jodo
Pessoa-PB, juntamente com 5 mL de etanol, em aquecimento no banho de 6leo e agitacdo a
100°C durante 2 h. Utilizou-se um condensador para promover o refluxo do etanol e evitar
sua perda por evaporacdo (Figura 8). A amostra foi transferida para um tubo falcon e
colocado na centrifuga a 2000 rpm durante 20 min. A suspensao foi filtrada através de um
filtro com porosidade de 0,45um. As extragOes utilizando como solvente o DES, de
concentra¢Bes de 0,5, 1,0 e 1,5 mmol, foram realizadas nas mesmas condi¢Ges descritas

anteriormente.

Figura 8 - Sistema de extracéo

Fonte:Propria
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4.3 Curva Padréo do Acido Gélico e Determinacéo do contetido total de fenois

A partir de uma solugdo padrio de 4cido gélico, com concentracdo 50 pg. mL ™ foram
preparadas as demais solugdes para construcdo da curva de calibracéo de acordo com a Tabela
3.

Posteriormente foi determinado o contetdo total de fendis seguindo o Procedimento
Operacional Padrédo (POP) do LBTPC. Para isso foi acrescentado 1 mL de Folin Ciocalteau
(1:3), 2 mL de carbonato de s6dio 20% e 2 mL de &gua destilada, como € mostrado na Figura
9, homogeneizando cada amostra, deixando em repouso a temperatura ambiente durante 30
min e protegido de luz. Por fim, as amostras foram submetidas a leitura de absorbancia em
comprimento de onda de 700 nm através de espectrofotometro Genesys® modelo 10 UV
(Figura 10).

Tabela 3 - Preparo das solugdes para curva-padrao do acido galico.

Solugdo  Conc. Ac. Galico (ug. mL™) Volume da solucdo padrio  Agua Destilada (L)

(ML)
6 0 0 1000
5 10 200 800
4 20 400 600
3 30 600 400
2 40 800 200
1 50 1000 0

Fonte: (RODRIGUES, 2014)



29

Figura 9 - Esquema para determinagao da curva padrdo de Acido Galico
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Fonte: (RODRIGUES, 2014)

Figura 10 - Espectofotdmetro

Fonte: AMERICAN LABORATORY TRADING

Os extratos foram submetidos ao mesmo procedimento descrito no item 4.1,
transferindo-se as amostras para cubetas em ambiente escuro e realizando as leituras de
absorbancia em espectrofotometro a 700nm, e a partir dos valores de absorbancia foi

calculado o teor de PET. Logo apos foi feito o gréfico da curva de calibragdo com as
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concentragBes de &cido galico (1g) no eixo x e suas respectivas absorbancias no eixo y,
juntamente com a equacdo da reta. Com a finalidade de diminuir os erros estatisticos o

procedimento foi em triplicata.

Figura 11 - Reagdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-Ciocaulteau

Na,COj4
R
OH OH
coo COO
= 64+ 54 +
+2 Mo —» +2 Mo+ 2H
HO” N “OH 0 OH
OH (o]

Fonte: OLIVEIRA et al., 2009

A quantificacdo desses compostos é realizada por meio de uma diversidade de
métodos; porém, o método que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau é o mais utilizado. A
Figura 12 mostra a desprotonagdo dos compostos fendlicos em meio béasico, gerando 0s
anions fenolatos. A partir dai, ocorre uma reacdo de oxirreducao entre o anion fenolato e o
reagente de Folin, na qual, o molibdénio, componente do reagente de Folin, sofre redugéo e o
meio reacional muda de coloracdo amarela para azul (OLIVEIRA et al., 2009).

O célculo para estimar a quantificacdo dos Polifenois Extraiveis Totais (PET) € dada

pela seguinte formula:

x*FD1*FD2

PET(g.100g — 1) = ( 000

)*100

Onde:

X = concentragdo obtida através da equagdo da curva padrdo do é&cido galico (ug. ml™),
usando a absorbancia da amostra como valor de y;

FD1 = (g. mI™) = Volume final do extrato / massa do material vegetal (g);

FD2 = Volume Final da mistura no tubo de reacdo (extrato + agua destilada) / volume da

aliquota de extrato utilizado.
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Logo apds foi construido o gréafico da curva de calibracdo com as concentracfes de
acido galico (ug) no eixo x e suas respectivas absorbancias no eixo y, obtendo-se a equacéo

da reta e o coeficiente de correlagao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O grafico obtido a partir da leitura da absorbancia, a 700nm, de solucBes de acido
galico com concentracdo de 10 a 50ug/mL, é mostrado na Figura 12. A equacdo 1, relaciona
os valores de absorbancia com a concentracdo de fendis totais e o coeficiente de correlagédo
(R?) obtido foi 0,9861, demonstrando boa linearidade dos valores.

(y = 0,0060x - 0,007).

Para as medidas de absorbancia na determinacéo de fendlicos totais dos extratos foram
usadas aliquotas de 5uL de cada amostra, definidas a partir de testes preliminares a fim de
ajustar as medidas na faixa da curva de calibracdo, pois é importante que seja definida a faixa
de concentracdo adequada para as medidas quantitativas, na qual a relacdo entre a absorbancia

e concentracao seja linear.

Figura 12 - Curva de calibracéo do Acido galico
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Fonte: Propria

Foram feitas as leituras de 5 pL para todas as concentracdes do DES (0,5; 1 e 1,5)

apenas com etanol e foram obtidos os mesmos valores, com médias de 0,0015. Posteriormente
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foi feita a leitura de 10 pL apenas de etanol para que evitasse surgir interferéncia, onde foi
obtido o valor de 0,00031 e subtraido das médias obtidas das extra¢des dos polifendis.

A Tabela 4 apresenta os valores de polifenois extraiveis totais obtidos dos extratos da
espécie Uncaria tomentosa e a Figura 13 apresenta a sua coloragao.

Tabela 4 - Média e Desvio Padrédo das Extragdes

Média
0 mmol 0,5 mmol 1 mmol 1,5 mmol
3965,90 2647,15 2766,06 3183,76
Desvio
154,44 53,66 190,98 17,21

Fonte: Propria

Figura 13 - Coloracdo do PET

Fonte: Propria

O contetido PET foi determinado para as extragdes de 0; 0,5; 1 e 1,5 mmol junto com
etanol e o material vegetal. Para 0 mmol foram obtidos 3965,90+154,449.100™ de extrato,
onde foi conferido o maior valor. Para o extrato com 0,5 mmol de DES, foram obtidos
2647,15+53,669.100".Para 0 extrato com 10 mmol de DES, foram obtidos
2766,06+190,989.100". Para o0 extrato com 1,5 mmol de DES, foram obtidos
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3183,15+17,219.100". Logo, o reagente identificou os polifendis por possuirem mais

facilidade de serem oxidados e serem mais acidos, através da oxidacdo de alcoois.

Figura 14 - Polifendis extraiveis totais da Uncaria tomentosa extraidos com diferentes concentragfes de DES
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E possivel observar na Figura 14 que o extrato do material vegetal apenas com etanol
possui 0 valor mais alto comparado as outras extracdes que contém DES. Os valores de
extracdo do cha junto com etanol e diferentes quantidades de DES foram crescentes. Onde
contém menor valor de mmol de DES foi obtido menor valor de PET (0,5mmol). Ao

aumentar a quantidade de mmol, aumenta consequentemente o valor do PET.
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6 CONCLUSAO

Os resultados permitem considerar que a sintese dos compostos fenolicos da Uncaria
tomentosa foi de grande importancia para este trabalho. Pois a Quimica verde tem destacado
esses solventes (DES) como uma nova alternativa, a fim de substituir os solventes
convencionais, fazendo com que tornem-se potencialmente mais eficientes.

Foi avaliado que os resultados obtidos foram similares ao resultado encontrado na
extracdo do material vegetal apenas com etanol. Tendo em vista o conhecimento das
propriedades da planta, mais estudos precisam ser realizados com diferentes concentragdes e
quantidade de DES, podendo assim, estimular e direcionar a continuidade da pesquisa em

outros testes experimentais
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