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Resumo:

Tagetes patula L., conhecida popularmente por cravo de defunto, pertence
ao grupo das Angiospermas e familia Asteraceae. Dentre seus metabolitos
secundarios, destacam-se os flavonoides, importante marcador
guimiotaxondmico, derivado da combinacdo dos intermediarios &cido
chiquimico e acetato. A presenca deste metabdlito nos vegetais esta
relacionada com a protecdo contra raios violetas, acdo antimicrobiana, e
atividades inseticida e repelente. O objetivo deste estudo foi a realizagao do
fracionamento do extrato bruto desengordurado de T. patula. Para isso,
recorreu-se a duas técnicas cromatogréficas: em coluna e em camada
delgada, além de elucidacdo estrutural por RMN de *C e 'H. Apés as
analises realizadas nas subfracfes da fracdo n-butanol obtidas a partir do
extrato bruto de T. patula, pode-se identificar o flavonol patuletina 7-O-3-
glicose (patulitrina).

Introducao

Tagetes patula L. € uma erva terricola, ndo endémica do Brasil e é
popularmente conhecida por cravo de defunto (Nakajima, 2015). Pertence ao
grupo das Angiospermas, na familia Asteraceae. Plantas pertencentes a
esta familia sdo estudadas quanto a sua atividade biolégica e composicao
guimica, com destaque aos flavonoides, importante marcador
guimiotaxondmico da familia Asteraceae; algumas espécies apresentaram
potencial atividade inseticida, incluindo a T. patula (Wells et. al, 1993).

Neste trabalho utilizaram-se de técnicas cromatograficas, e entende-
se a cromatografia como um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizada por meio da distribuicdo dos
componentes entre duas fases: estacionaria e movel. Dessa forma, os
componentes da mistura séo distribuidos entre as duas fases, sendo que
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cada um é seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em
migracOes diferenciais destes componentes.

Este estudo objetivou o fracionamento do extrato bruto
desengordurado de T. patula por técnicas cromatograficas, utilizando-se a
cromatografia em coluna de fase reversa (CC); e em camada delgada
(CCD), na obtencéo de fracbes semipurificadas com o intuito de isolamento
de substancias quimicas. Realizou-se, também, a elucidagéo estrutural por
RMN 2C e 'H.

Materiais e métodos

Preparacao do extrato bruto desengordurado das flores de T. patula

As sementes de T. patula foram obtidas comercialmente de
Syngenta Flowers Brazil, cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Estadual de Londrina. As flores foram coletadas em novembro
de 2011, e uma exsicata esta depositada no Herbario da Universidade
Estadual de Maringd (HUEM# 21.907). A identificacao foi realizada pelo Dr.
Jimi Nakajima, do Instituto de Biologia, da Universidade Federal de
Uberlandia. As flores colhidas foram secas em estufa de circulacao forcada
de ar a 38 °C durante 48 h. Em seguida a cominuicdo da droga vegetal foi
feita em moinho de martelos (Tigre ASN5). As flores cominuidas (1900 g)
foram desengorduradas com n-hexano por maceracgéo dinadmica durante trés
dias, realizando-se nove trocas de solvente. Em seguida apds secagem, as
flores foram submetidas a extragdo com acetona na proporcao de 4% (m/v),
turbo-extragao (Ultra-turrax UTC115KT) 5 min, seguido de maceracao por 12
h. Apds, repetiu-se o processo por 20 min, com intervalos de 5 min,
realizando-se a filtragcdo. O filtrado foi concentrado em rota evaporador a 40
°C, congelado e liofilizado (extrato bruto, EB).

Particdo do extrato bruto (EB)

A particdo do EB de T. patula foi realizada de acordo com Cechinel
Filho e Yunes (2001). O EB (105 g) foi ressuspenso em 1 L de metanol:
agua (2:8, v/v) e submetido a particdo liquido-liquido (repetindo o processo
5 vezes) com os solventes, n-hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato
de etila (FAE) e n-butanol (FB). As fracdes obtidas foram concentradas em
rota evaporador e liofilizadas.

Métodos cromatograficos

Cerca de 20 g de FB foram empregados cromatografados em CC
com fase reversa (Poliamida, CC6 de 0,05-0,16 mm; Macherey Nagel; 15x6
cm) e como fase movel: agua, metanol, acetato de etila e acetona, utilizados
em diferentes proporcdes volumétricas sendo monitorada por CCD. Foram
recolhidos 10 mL em cada tubo de ensaio com vazao de 1 mL/min. Para o
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monitoramento em CCD, utilizaram-se trés sistemas eluentes: acetato de
etila: acido férmico: agua (90:5:5, v/v); cloroféormio: metanol (90:10, v/v); e
cloroférmio: hexano (5:5, v/v). A determinagdo destes sistemas eluentes foi
realizada de acordo com a polaridade das subfracbes. As CCDs destas
juncdes foram observadas mediante UV 254 nm e as subfragbes reunidas
por similaridade.

Analise estrutural por ressonancia magnética nuclear (RMN)

A andlise estrutural da substancia isolada foi realizada por meio de
métodos espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (*H
e C), relativos ao TMS (7.02T-Varian Mercury Plus 300) operando a 75
MHz para **C e 300 MHz para H.

Resultados e Discussao

O rendimento do EB de T. patula foi de 5,86%. Os rendimentos das
fragcbes foram: Hex=19,27%; DCM=10,17%; FAE=13,38%; FB=36,59% e
aguosa=15,02%. A CC da FB resultou em 101 subfra¢cbes, as quais foram
monitoradas por CCD. Muitas fragBes apresentaram perfis cromatogréficos
semelhantes, sendo entdo reunidas, totalizando 34 subfracfes. No processo
de juncédo das subfracbes, observou-se nas subfracdes 6 e 11 precipitados,
e apos filtracdo foram obtidos 30 mg de uma substéncia (Tp-1), sendo sua
estrutura quimica determinada por RMN *H e 3C (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados de RMN de *H e de *3C de Tp-1 comparados com dados
reportados na literatura (Schmeda-Hirschmann et al., 2004) para a patuletina
7-O-B-glicose (300 MHz; DMSO-dg).

Patuletina Patuletina
7-O-B-glicose 7-O-B-glicose
H oy (m, J em Hz) 5 Cloe (30)
(m, J em Hz) (em ppm)
8 6,93 (s) 6,94 (s) 211479 148,1
2' 7,72 (d, 2,2) 7,72 (d, 2,1) 3/135,8 136,6
5' 6,89 (d, 8,5) 6,91 (d, 8,5) 41/176,2 177,0
6' 7,54 (dd, 8,5; 7,56 (dd, 8,5; 5/151,1 151,9
2,1) 2,1)
1" 5,13 (d; 7,2) 5,12 (d; 7,3) 6/131.8 132,6
2" 3,32 (d; 2,2) 3,35-3,80 (m) 7/156,4 157,2
3" 3,45 (m) 8/93,8 94,8
4" 3,17 (m) 9/151,4 152,2
5" 3,48 (m) 10/105,0 105,8
6" 3,72 (m) 1'/120,0 122,7
MeO-6 3,78 (s) 3,78 (s) 2'/1155 116,3
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3'/145,0 146,0
4'1147,7 148,8
5'/1154 116,5
6'/121,8 121,0
1"/100,1 101,0
2" /73,2 74,1
3"/177,2 77,5
4" /69,5 70,44
5" /76,7 78.0
6" /60,6 61,5
MeO-6 /60,3 61,2

Conclusbes

Com o uso da cromatografia, RMN de *H e *C, e dados da literatura
foi possivel identificar a substancia Tp-1 como sendo o flavonol patuletina 7-
O-B-glicose (patulitrina).
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