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SEPARATION AND IDENTIFICATION OF POLAR CONSTITUENTS FROM THE BRANCHES
OF PORCELIA MACROCARPA. This paper describes a methodology to separate and identify polar
compounds as flavonoid and lignan glucosides, amino acids, salt of quaternary ammonium amino
acid and carbohydrates from branches of Porcelia macrocarpa (Annonaceae).
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ARTIGO

INTRODUÇÃO

O fitoquímico prefere normalmente trabalhar com produ-
tos naturais de baixa e média polaridade. Esta preferência é
justificada pela maior solubilidade dessas substâncias em
solventes voláteis (p. e. < 100oC), fato que facilita a remo-
ção destes após os processos de fracionamento e purifica-
ção, através das técnicas cromatográficas entre outras, ou
mesmo após análises espectroscópicas. A cromatografia, em
si, é uma outra razão dessa preferência dos químicos de
produtos naturais. A sílica gel, fase estacionária de baixo
custo, é eficiente na maioria dos casos em questão, sendo
responsável por mais de 90% das separações de extratos
vegetais de média polaridade. Em função do seu caráter
polar e ácido, não é recomendada na separação de substân-
cias polares, especialmente as hidrossolúveis, pois além de
não promover boa resolução, pode resultar em adsorções
irreversíveis, ocasionando perdas, ou pode conduzir a for-
mação de artefatos. O emprego mais recente de fases
reversas, onde os grupos silanóis da sílica gel são funciona-
lizados por grupos alquila ou outros de baixa polaridade,
tem permitido a separação eficiente de substâncias mais po-
lares1,2. Dois problemas, no entanto, ainda persistem neste
caso, o preço da fase estacionária e a dificuldade de remo-
ção do eluente que freqüentemente contém água.

Se por um lado os químicos preferem trabalhar com substân-
cias de média polaridade, os biólogos e farmacólogos desejam
preferencialmente produtos naturais mais polares para realiza-
rem bioensaios, inclusive porque tradicionalmente são conside-
rados mais freqüentemente possuidores de bioatividade. Este
quadro vem sendo lentamente modificado no Brasil, por ambos
os lados químicos e biólogos-farmacólogos. Estes últimos ao
modernizarem as estratégias dos bioensaios conseguem mais fre-
qüentemente testarem substâncias menos polares3.

Porcelia macrocarpa é popularmente conhecida como
pindaíba, pindaíba do mato, pau de zinga, banana de macaco e
banana do mato. É encontrada na região sudeste, estendendo-
se desde a costa norte de Santa Catarina a sudeste de Minas
Gerais. Constituem sinonímias para esta espécie as denomina-

ções: Uvaria macrocarpa Warming e Porcelia goyazensis R.
E. Fries. Juntamente com Porcelia ponderosa são as únicas,
das sete espécies do gênero, que ocorrem no Brasil4.

Em trabalhos anteriores relatamos a ocorrência de γ-
lactonas, ácidos graxos e triglicerídeos acetilênicos do extra-
to diclorometânico das sementes, amidas e lignanamidas da
fração hidroalcóolica do extrato etanólico dos galhos e ses-
quiterpenos do óleo essencial das folhas da espécie Porcelia
macrocarpa, Annonaceae5-7.

Neste artigo descreve-se a separação e identificação de subs-
tâncias solúveis em água, extraídas dos galhos desta espécie. O
trabalho tem dupla intenção, relatar os constituintes polares da
planta e mostrar que tendo-se uma infra-estrutura razoável
(RMN e liofilizador) é possível, e até mesmo pouco dispendi-
oso, trabalhar-se com substâncias polares.

PARTE EXPERIMENTAL

Procedimentos Experimentais Gerais. As cromatografias
tipo “flash” foram realizadas em colunas de 15 cm de compri-
mento e 3 cm de diâmetro interno, usando como fase estacio-
nária sílica H (Artigo 7736), sílica gel (Artigo 9385) ambas da
Merck e celulose microgranular Whatman. Nas colunas croma-
tográficas convencionais (à pressão atmosférica) com dimen-
sões de 50x2,5 cm e 31x1 cm foram usados respectivamente
amberlite XAD-2 da Aldrich, previamente tratada com acetona
em Soxhlet e amberlite IR-120 (H+) da Merck (Artigo 4765)
previamente regenerada com solução 1 mol/L de HCl. A aná-
lise das frações foi feita em placas de 0,25 mm de sílica gel
(Artigo 7731) e celulose microcristalina (Artigo 2330) ambas
da Merck. As placas foram reveladas com solução de sulfato
cérico, ninidrina ou Dragendorff modificado8,9.

Os espectros de RMN foram obtidos num espectrômetro AC-
200 da Brucker, operando a 200 MHz para o hidrogênio e 50,3
MHz para o carbono-13. As amostras para análise de RMN
foram dissolvidas em CDCl3, DMSO-d6 ou D2O. Nos espec-
tros de RMN de 13C obtidos em D2O, foi utilizado MeOH como
referência externa.

Material Vegetal. Os galhos de Porcelia macrocarpa
(Warm.) R. E. Fries foram coletados em junho de 1991, de um
espécimen cultivado no Jardim Botânico de São Paulo-SP. A
exsicata deste espécimen encontra-se depositada no Herbário
do Instituto de Botânica de São Paulo sob o número SP76791.
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Extração e fracionamento. O material vegetal constituído
por galhos foram secos ao ar, moídos (800 g) e extraídos com
etanol a 95% a frio. O extrato bruto (60 g) foi suspenso em
MeOH/H2O (1:2), submetido a partições com éter etílico,
acetato de etila e n-butanol, sucessivamente. A fase aquosa
restante, após o processo de partição, foi concentrada por
liofilização (23 g) e, parte desta (4 g) foi submetida a um fra-
cionamento através de uma coluna de amberlite XAD-2
(copolímero de estireno e divinilbenzeno) eluída com água e
posteriormente com metanol. As frações eluídas com metanol
foram reunidas e analisadas por RMN. As frações eluídas com
água (FA) foram testadas quanto a presença de aminoácidos,
utilizando placas comparativas de sílica gel, eluídas com
CHCl3/MeOH/H2O (5:5:1) e reveladas com ninidrina, dando
resultado positivo.

Com a finalidade de obter-se uma fração enriquecida por
aminoácidos, FA foi submetida a uma coluna de troca iônica
(amberlite IR-120, H+), eluída com água e posteriormente com
solução a 3 mol/L de NH4OH. Nas frações eluídas com água
saíram as substâncias neutras, as quais após liofilização foram
analisadas por RMN 1H. Esta análise revelou a presença de
carboidratos nas mesmas, optou-se então por acetilar e
cromatografá-las em coluna de sílica gel (Esquema 1). As pri-
meiras frações eluídas com base (NH4OH, 3 mol/L), da coluna
de troca iônica, deram teste positivo com ninidrina indicando a
presença de aminoácidos nas mesmas. As últimas foram reve-
ladas com o reagente de Dragendorff modificado8,9, indicando
a presença de sais de amônio quaternário. Uma amostra das
frações contendo os aminoácidos foi submetida a análise por
CLAE para aminoácidos proteicos, segundo metodologia des-
crita por Moore & Stein10, revelando a presença de uma mis-
tura complexa dessas substâncias. Submeteu-se então esta mis-
tura a um fracionamento utilizando-se cromatografia em colu-
na de celulose (Esquema 1).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As frações eluídas com metanol da coluna de Amberlite
XAD-2 foram analisadas por RMN utilizando-se como
solvente DMSO-d6. Esses espectros revelaram que as primei-
ras frações eram constituídas por misturas de flavonóides
glicosilados. Nas últimas, o flavonóide 1, anteriormente iso-
lado da interfase éter-água (Esquema 1), era predominante11.
Os demais não foram identificados.

A separação cromatográfica, em coluna de sílica gel, das
frações neutras (FA1) da coluna de troca iônica, acetiladas,
forneceu três frações cuja análise por CCDC e por RMN,
permitiu identificá-las como uma mistura de carboidratos,
um hemi-terpeno (2) e uma lignana glicosilada, a lirioden-
drina (3)12-14, todos na forma de seus acetatos. Ressalta-se,
que este é o primeiro relato da ocorrência de liriodendrina
na família Annonaceae.

A análise por CLAE da fração enriquecida por aminoácidos
(FA2), não resultou na identificação segura de seus constituintes
porque alguns destes se tratavam de aminoácidos não proteicos.

Os aminoácidos puros e em misturas, obtidos no fraciona-
mento em coluna de celulose, foram analisados por RMN de
13C, usando-se como solvente água deuterada e metanol como
referência externa. A presença destas substâncias em espécies
da família Annonaceae já havia sido anteriormente relatada15,16.
Os aminoácidos puros tratavam-se do ácido pipecólico (4),
prolina (5) e alanina (6), sendo que a prolina (5) era o consti-
tuinte majoritário da mistura original (FA2). A primeira mistu-
ra apresentou como constituinte principal a citrulina (11). A
segunda mistura era constituída pela prolina (5), valina (7) e o
sal de trimetilamônio da glicina (8) e a terceira mistura pelo
ácido γ-aminobutírico (9) e 4-hidroxiprolina (10).

Os aminoácidos valina (7), prolina (5), alanina (6) e o sal
de trimetilamônio da glicina (8) foram identificados por com-
paração de seus dados com os da literatura17,18. Não foram
encontrados na literatura dados de RMN de 13C relativos ao
ácido pipecólico (4), ácido γ-aminobutírico (9) e a citrulina
(11). Os dois primeiros tiveram suas estruturas deduzidas por
analogia desses dados com os de outros aminoácidos correla-
tos17. A citrulina (11) foi identificada, em mistura, onde esta
substância era predominante e por comparação com modelos
da literatura. A análise por RMN de 13C, da última fração eluída
com NH4OH 3 mol/L, identifica esta como o sal de
trimetilamônio da tirosina (12). Os dados de RMN 13C de 4, 9,
11 e 12 encontram-se na Tabela 1.

Esquema 1. Fluxograma do fracionamento da fase aquosa da parti-
ção do extrato etanólico de galhos da Porcelia macrocarpa.

Os sais de trimetilamônio são facilmente reconhecidos pela
presença, no espectro de RMN 13C, de tripletos entre 62 e 68 ppm
(CH2 ou CH) e em cerca de 54 ppm (CH3), com constante de

Tabela 1. Dados de RMN 13C do ácido pipecólico (4), ácido
γ-aminobutírico (9), citrulina (11) e sal de trimetilamônio da
tirosina (12).

C 4 9 11 12

1  - 182,1 175,5 128,2
2  59,8  35,0  55,5 131,0
3  27,3  24,0  28,6 116,5
4  22,4  40,0  25,9 155,3
5  26,6 -  40,2 116,5
6 44,5 - - 131,0
7 - - 162,5  28,7
8 - - -  68,0 (sl)
9 - - - 168,5

C=O 175,4 - - -
N-Me - - 53,7 (t, J=4 Hz)*

*J= constante de acoplamento 13C-14N, t=multiplicidade.
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acoplamento em torno de 3 e 4 Hz respectivamente, referentes a
carbonos ligados a nitrogênio quaternário. Este comportamento é
característico do acoplamento escalar de núcleos quadrupolares
(I=1), como o 14N acoplando neste caso com o 13C (I=1/2)18,19.

várias substâncias da fase aquosa da partição de um extrato
etanólico que normalmente é descartada.
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CONCLUSÃO

O pré-tratamento da fase aquosa da partição do extrato etanó-
lico em amberlite XAD-2 separou os constituintes hidrofóbicos
dos hidrossolúveis, incluindo nestes últimos, os carboidratos, sais
de trimetilamônio e aminoácidos. O enriquecimento em resina
de amberlite IR-120 (H+), da fração dos constituintes iônicos
hidrossolúveis, permitiu separar os aminoácidos e sais de
trimetilamônio das substâncias neutras, tais como carboidratos,
entre outras. O fracionamento em coluna de celulose resultou na
separação dos aminoácidos e dos sais de trimetilamônio.

Estes procedimentos simples, utilizando-se fases estacioná-
rias recicláveis e de preços acessíveis, possibilitaram separar


