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Resumo

Este trabalho objetivou a identificacdo estrutural de substancias isoladas
presentes na fracdo semipurificada n-butanol, obtida do extrato bruto
acetbnico das flores desengorduradas de Tagetes patula. A partir de 105 g
do extrato foi realizada particio com o0s solventes n-hexano (Hex),
diclorometano (DCM), acetato de etila (FAE), n-butanol (FB) e 4gua (FAQ),
as quais foram rotaevaporadas e liofilizadas. Cerca de 20 g de FB foram
cromatografados em coluna cromatografica com fase reversa, e obtidas 101
subfracées monitoradas por CCD e reunidas de acordo com similaridade nos
perfis cromatograficos, totalizando 34 subfracdes. Das subfracdes 23 e 26,
apos fracionamento em CCCAV, obteve-se a substancia Tp-1, e as
subfracbes 6 e 11 foram filtradas e obtida a substancia Tp-2. Apés analise
de RMN *H e *C e comparacéo com a literatura foram identificadas Tp-1
como patuletina e Tp-2 como patuletina 7-O-B-glicose (patulitrina).

Introducao

A espécie Tagetes patula L., comumente conhecida por cravo de
defunto, é uma erva terricola ndo endémica do Brasil, encontrada em varias
regides do globo terrestre (Nakajima, 2015). Suas flores sdo utilizadas na
medicina popular como antisséptica, diurética, depurativa do sangue e
repelente de insetos (Chadha, 1976).
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O presente trabalho objetivou o isolamento e a identificagéo estrutural
de substancias presentes em fracdo semipurificada obtida a partir do extrato
bruto desengordurado das flores de T. patula, utilizando diferentes técnicas
cromatograficas e espectroscopia de RMN de *3C e 'H para elucidacéo
estrutural das substancias.

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 foram secas e cominuidas em moinho de martelos
(Tigre ASN-5). O extrato bruto acetdnico (EB) foi preparado segundo
Munhoz (2013).

Particdo do extrato bruto (EB)

O EB (105 g) foi ressuspenso em 1 L de metanol:dgua (2:8, v/v) e
submetido a particdo liquido-liquido (5 vezes) com os solventes, n-hexano
(Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (FAE), n-butanol (FB) e agua
(FAQ). As fracOes obtidas foram concentradas em evaporador rotatorio sob
presséao reduzida e liofilizadas.

Métodos cromatograficos

Cerca de 20 g de FB foram cromatografados em CC com fase reversa
(Poliamida, CC6 de 0,05-0,16 mm; 15x6 cm) e como fase movel: agua,
metanol, acetato de etila e acetona, utilizados em diferentes propor¢cdes
volumétricas sendo monitorada por CCD, 10 mL em cada tubo de ensaio
com vazado de 1 mL/min. Para o monitoramento em CCD (gel de silica F254,
0,200 mm de espessura), utilizaram-se trés sistemas eluentes: acetato de
etila: acido férmico: agua (90:5:5, v/v); cloroférmio: 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 subfragcbes reunidas
por similaridade.
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As subfracdes FB 23 e 26 obtidas em CC com fase reversa foram
amostradas em CCCAV, utilizando um sistema de solvente de gradiente n-
hexano:acetato de etila (AcOEt): metanol (MeOH): agua (1:5:1:5, v/v) e as
subfracdes resultantes foram coletas em tubos de ensaio e reunidas por
semelhanca em CCD.

Andlise estrutural por ressonancia magnética nuclear (RMN)

A andlise estrutural das substancias isoladas foi realizada por meio
de métodos espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D
(*H e *3C), 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
fracbes foram: Hex=19,27%; DCM=10,17%; FAE=13,38%; FB=36,59% e
aquosa=15,02%. A CC da FB resultou em 101 subfra¢des, monitoradas por
CCD e reunidas de acordo com similaridade, totalizando 34 subfracdes. As
subfracdes 23 e 26 foram fracionadas em CCCAYV e obteve-se o isolamento
de 5 mg de uma substancia (Tp-1), de estrutura quimica analisada por RMN
'H e 13C. O espectro obtidos esta representado na Figura 1.
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Figura 1 - Espectro de RMN "H da substancia Tp-1 (300 MHz; CD;OD)

Na juncdo das subfracbes, observaram-se precipitados nas
subfracbes 6 e 11 e, apos filtracdo, foram obtidos 30 mg de uma substancia
(Tp-2), de estrutura quimica determinada por RMN 'H e *C. O espectro
obtido esta representado na Figura 2.
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Figura 2 — Espectro de RMN de 'H da substancia Tp-2 (300 MHz; DMSO-dg).

Conclusoes

Com uso de técnicas cromatograficas, RMN de 'H e **C, e dados da
literatura foi possivel identificar a substancia Tp-1 como sendo a patuletina, e
a substancia Tp-2 como sendo flavonol patuletina 7-O-B-glicose (patulitrina).
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