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1. Introducao

Duroia saccifera Hook. f. E. pertence a familia Rubiaceae, tribo Garderiae, subtribo
Cardiereae. E conhecida popularmente como “caajucara”, “folha-de-comichdo” ou “cabeca-
de-urubu”. A tribo é quimicamente conhecida por produzir iriddides glicosilados e ndo
glicosilados, saponina triterpénica derivada do acido quindvico, flavanol glicosilado-4,5, além
de outros flavondides, triterpenos, derivados fendlicos e alcaldides do tipo emetinicos,
quinolinicos e poliindoleninicos (Hamerski, et al., 2005).

Entre as atividades bioldgicas de interesse econ6mico, tem-se as atividades antioxidante,
inseticida e a avaliagdo da toxicologia dos extratos. Isto porque os antioxidantes, obtidos a
partir de fontes naturais, podem minimizar o dano oxidativo as células vivas e prevenir a
deterioracdo de alimentos (Alcaraz & Carvalho, 2004). O ensaio de toxicidade aguda com
Artemia salina Leach é rapido, de baixo custo, eficiente e requer pequenas quantidades de
amostra, pode ser utilizado para expressar a toxicidade de um extrato com atividade
moluscicida contra organismos ndo-alvos, como peixes e pequenos crustaceos. A
simplicidade desse teste, que ndo necessita de métodos assépticos nem de equipamentos
especiais, favorece sua utilizagdo rotineira, podendo ser desenvolvido no préprio laboratério.
Quando reidratados, os ovos de Artemia salina eclodem em cerca de 24 horas, se em
condigbes ambientais adequadas, chegando a fase adulta com 20 a 30 dias de vida. Esse
ciclo de vida relativamente curto favorece seu uso em testes de toxicidade aguda (Andriolli,
2007). A outra atividade selecionada é a inseticida sobre Sitophilus zeamais
Motschulsky,1855 (Curculinidae), que é o gorgulho que ataca grdos armazenados,
principalmente milho e feijdo, provocando grandes perdas econdmicas. Para controlar as
pragas na agricultura, diversas técnicas e substancias sintéticas vém sendo utilizadas ao
longo dos tempos, tendo sido registrados os mais variados produtos para essa finalidade.

O presente trabalho visou realizar o fracionamento fitoquimico dos extratos de Duroia
saccifera com o objetivo de isolar e identificar/elucidar a(s) substancia(s) presente(s) e
avaliar os extratos obtidos quanto a atividade antioxidante, inseticida e téxica.

2. Material e Métodos

O material vegetal (folhas e galhos) foi coletado na Reserva Florestal Ducke e sua exsicata
foi depositada no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia sob o numero
222502. O material coletado foi seco em estufa de circulacdo forcada a temperatura
ambiente. Apds a secagem, foi moido em moinho de facas. O material triturado foi
submetido a extragdes com hexano e metanol, em ultrassom durante 20 minutos (sendo
esse procedimento repetido pelo menos trés vezes), posteriormente, o extrato obtido foi
concentrado em rotaevaporador.

Para ensaio de atividade antioxidante foi preparada uma solugdo mae solubilizando 28 mg
do DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) com 1 mL de DCM e posteriormente avolumando com
metanol até 100 mL. Para a preparagdo da curva de correlagdo com acido ascorbico, primeiro
foi preparada a solugdo de acido ascoérbico (44 mg em 50 mL de agua deionizada) e a partir
desta foram preparadas 5 concentracdes distintas (0,88; 1,76; 3,52; 5,28; 7,04 Og/mL).
Esperaram-se 30 minutos para verificar se o resultado da curva foi satisfatério (Molyneux,
2004).
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A atividade tdéxica dos extratos foi avaliada através do teste de letalidade contra Artemia
salina. Ovos de Artemia salina foram incubados em agua do mar artificial a temperatura
ambiente por 48 horas (Stefanello, 2006). Apds este periodo de incubacdo, as larvas foram
postas em contato com o extrato testado (1000 pug/mL), sendo colocadas 10 larvas em cada
poco, sendo feito em triplicata de cada extrato em placas de 24 pogos, com volume final 2
mL. A partir da determinacdo da toxicidade dos extratos, foram testadas diferentes
concentracGes até a obtencdo da CLs.

Foram realizados ensaios de mortalidade-resposta contra Sitophilus zeamais por ingestdo de
graos contaminados e por contato em superficie contaminada com os extratos. O ensaio de
exposigdo por contato em superficie contaminada, seguiu a metodologia proposta por Huang
et al. (1997) e Huang & Ho (1998) com algumas modificagcbes feitas por Tavares e
Vendramim (2005). Para o ensaio foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de diametro, nas
quais foram adicionadas folhas de papel-filtro impregnadas com 1 mL dos extratos nas
concentragoes de cada tratamento (10 mg/mL), cada tratamento constou de cinco repeticdes
assim como o grupo controle. As placas controle foram impregnadas com 1 mL de solvente
especifico, sendo metanol para os extratos metandlicos e hidrometandlicos, hexano para
hexanicos e agua destilada para os aquosos. O experimento de ingestdo foi montado com
base no trabalho realizado por Llanos et al. (2008) com algumas modificagdes. Vinte gramas
de milho comercial, grupo duro, tipo 2 foram pesados e adicionados a frascos plasticos de
500 mL, estes foram tampados com tampa plastica perfurada e revestida internamente com
tecido do tipo fil6. Aos grdos em cada frasco foram pipetados 2 mL dos extratos nas
concentragdes de cada tratamento. Esta massa foi misturada manualmente para
homogeneizagao e depois exposta a temperatura ambiente por 1 hora, para volatilizagao.

O extrato hexanico das folhas ou galhos?? foi fracionamento, submetendo-o a uma
cromatografia em coluna aberta, utilizando aproximadamente 1 g do extrato bruto e 95 g de
Silica Gel 230 a 400 Mesh (Merck) como fase estacionaria, utilizando hexano a metanol como
fase movel de polaridade crescente, sendo obtidas 8 fracdes de 500 mL. As fracGes foram
entdo analisadas em cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC) e reveladas por
métodos fisicos (UV 254 nm e 365 nm), e quimicos (anisaldeido sulfurico e sulfato cérico) e
reunidas gerando X fragdes.

O extrato metandlico foi submetido a uma particdo liquido-liquido, sendo obtidas 3 fases
(hexanica, acetato de etila e hidroalcodlica). Estas fases foram analisadas em CCDC, e
relevadas com DPPH, para deteccdo de possiveis substancias antioxidantes. Entre as fases, a
que se mostrou com maior potencial antioxidante foi a fase acetato de etila. Para fracionar
esta fase, o primeiro procedimento usado foi a cromatografia em coluna aberta de 60 cm x 1
cm, utilizando como fase estacionaria alumina (16 g) e como fase mdvel solventes de
polaridade crescente, de hexano a metanol. A separacao ndo foi plenamente satisfatéria.
Assim, outra parte da amostra anteriormente armazenada foi submetida a uma coluna Sep-
pak de Florisil (10 g), tendo como fase mével acetato de etila a metanol, obtendo 25 fragdes,
as quais foram analisadas em CCDC e reunidas de acordo com as caracteristicas visiveis
usando como reveladores anisaldeido sulflurico, sulfato cérico, cloreto férrico, e nos
comprimentos de onda de UV 254 nm e 365 nm. Destas, as fragdes 1, 2-3, 4-5, 9, 11-12,
14, 16-18, 22-23 e 25 foram selecionadas para serem analisadas em Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) nas condigdes 60% MeOH - 0.01 minutos; 60% MeOH - 5 minutos;
75% MeOH - 8 minutos; 75% MeOH - 13 minutos; 100% MeOH - 18 minutos; 100%
MeOH - 25 minutos; 60% MeOH - 35 minutos, e posteriormente purificadas (Figura 2).
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3. Resultados e discussao

Apos andlise de CCDC, verificou-se a existéncia de substancias de interesse no extrato
hexanico (dos galhos ou folhas?), por terem revelado coloragées amarela (possivel indicacao
de flavonodides) e cinza(que pode indicar a presenga de acido galico), quando reveladas com
anisaldeido sulfurico, amarelo (possivel existéncia de terpenos) e cinza, quando reveladas
com sulfato cérico. Assim o mesmo foi escolhido para iniciar o fracionamento, e destas
fragcOes obtidas, a de numero 7 mostrou-se pura quando analisada por CCDC. Entdo, optou-
se por realizar uma analise em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H - 60 MHz) (Figura
1). A andlise do espectro de RMN de 'H, mostra a presenca de um singleto largo em 1,25
ppm referente aos CH, de cadeia alifatica de alcano, sinais em 0,99; 0,90 e 0,78 ppm sdo
referentes a CH; terminais das cadeias alifaticas. O sinal largo em 2,17 ppm deve ser
desprezado pois é referente a um resquicio do solvente acetato de etila usado para a
obtencdo da amostra. Para determinar o tamanho da cadeia carbbnica a amostra devera ser
analisada em CG/EM. Outras fracGes estdo em analise por CCDC.
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Figura 1 - Espectro de RMN de H, em | Figura 2 - Cromatograma obtido da fragao
CDCl3 e 60 MHz da fragdo 7. 4-5.

O extrato metandlico, também se mostrou interessante quimicamente pelo surgimento de
coloracdo laranja quando revelada com Drangendorff, que é indicativo da presenca de
alcaloides, pela descoloracdo da tonalidade roxa nos locais onde ha a presenca de
substancias antioxidantes na placa cromatografica quando borrifada com DPPH e ainda
mostrando coloragdo avermelhada quando a placa cromatogréfica foi revelada com sulfato
cérico, indicando a presenca de terpenos. Por isso, este extrato foi submetido a uma particdo
liquido-liquido, analisadas em CCDC, e relevadas com DPPH, para deteccdo de possiveis
substancias antioxidantes e a que se mostrou com maior potencial antioxidante foi a fase
acetato de etila, que foi fracionada.

No bioensaio de letalidade contra Artemia salina, os extratos hexanico e metandlico nao
apresentaram efeito téxico na concentracdo testada (1000 pg/mL).

No ensaio de atividade antioxidante utilizando DPPH, foram obtidos os resultados

apresentados na tabela 1, sendo que o metandlico dos galhos foi 0 que apresentou a melhor
atividade.

Tabela 1 - Resultados do teste de atividade antioxidante dos extratos de Duroia saccifera

Parte vegetal Extrato ABSs17] [AAleq Equiv.
Folha Hexano 0,039 0,519 9,663
Folha Metanol 0,141 1,406 3,557
Galho Hexano 0,032 0,461 10,860
Galho Metanol 0,192 1,849 2,708
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Nos ensaios de mortalidade contra Sitophilus zeamais Motschulsky,1855 (Curculinidae)
foram obtidos os seguintes resultados com os extratos testados (tabela 2):

Tabela 2 - Resultados dos ensaios de mortalidade dos extratos de Duroia saccifera sobre
Sitophilus zeamais Motschulsky,1855 (Curculinidae)

Parte % de Individuos mortos
Extrato —
Vegetal Contato Ingestéo
Folha Hexano 1 0
Folha Metanol 3 4
Galho Metanol 9 4

4. Conclusao

A presente pesquisa teve como resultados relevantes o possivel isolamento de pelo menos
uma substancia apolar a partir do extrato hexanico das folhas, a(s) qual(is) podera(do) ser
identificada(s) utilizando CG/EM. Dos extratos testados, o metandlico dos galhos foi o mais
ativo como antioxidante, mas nenhum outro foi ativo sobre Sitophilus zeamais ou sobre
Artemia salina. Estes resultados ndo descartam a possibilidade desses extratos poderem
apresentar outras atividades bioldgicas sobre outros alvos. O estudo fitoquimico dos extratos
hexanico e metandlico das folhas devera ser continuado, para o isolamento das substancias
presentes.
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