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ABSTRACT

Key words Croton floribundus, diterpenes, and biological activity

The specie Croton floribundus (Euphorbiaceae) commonly know a capixingui, is
usually found in the Brazilian states of Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais and Parana. It
is in folk medicine to be the active principle responsible for wound healing. Even though it is
large used as folk medicine, it chemical study was not found in literature. The alkaloids are
know as taxonomic markers and the diterpenes as the main constituents from Croton species.
In the present work were used hot (Soxhlet) and cold (maceration) extractions. The soxhlet
extracts were fractionated through silica gel chromatographyyielding the kaurenoic acid
(major constituent- 2%), the candol B and the glycosilated sitosterol. The extracts from
maceration were fractionated through columns of silica gel and silica gel impregnated with
silver nitrate yielding the diterpenes 16 B, 17- dihydroxy-19-kauranoic acid and 6-hydroxy
kaur-16-en-19-o0l. The acid fraction from the alcaloidic extract, after to be treated with
diazomethane and fractionated through silica gel column, yielded the methyl ester of 16 B-
hydroxy-19-kauranoate. The compounds identification were assisted by NMR techniques as
'H, C, HETCOR, HMQC, COSY and by comparison to analogue compounds described in
the literature.

The antibacterial activity of the crude ethanolic extract, of the fractions and of the
kaurenoic acid was determined by Broth microdilution method using Muller-Hinton medium
for antibacterial assay. The microorganisms Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and
Escherichia coli were tested. To run this experiment, the crude extract was partitioned with
hexane, methylene chloride, ethyl acetate, buthyl alcohol and water.The hexanic fraction
showed the best activity against Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis microorganisms.

The Kaurenoic acid was active against B. subtilis (6,2pg/mL)



RESUMO

Palavras chaves: Croton floribundus, diterpenos, atividade biologica

A espécie Croton floribundus (Euphorbiaceae), conhecida popularmente por capixingui,
comumente encontrada no Brasil nos estados de Sdo Paulo Rio de Janeiro, Minas Gerais e
Parana , ¢ usada na medicina popular para cicatrizar feridas. Nenhum relato sobre seu estudo
quimico ¢ apresentado na literatura apesar de ser muito utilizada pela populacdo. A literatura
especializada apresenta os alcaléides como marcadores taxondmicos e os diterpenos como 0s
constituintes principais do género Croton. Neste trabalho foram utilizadas extragdes a quente
(Soxhlet) e a frio (maceracdo). Os extratos resultantes da extracdo por Soxhlet foram
submetidos a sucessivas cromatografias em coluna de silica gel resultando no isolamento dos
compostos acido caurenoico (constituinte majoritario, cerca de 2% da planta seca), candol B e
os esterdides P-sitosterol e sitosterol glicosilado. Os extratos provenientes da maceragao
foram cromatografados em coluna de silica gel e silica gel impregnado com nitrato de prata
obtendo-se os diterpenos: acido 16a, 17-diidroxi -19-cauranoico e 6-hidroxi caur-16-en-19-ol.
A fragdo acida do extrato alcaloidico tratada com diazometano e submetida a fracionamento
em coluna de silica gel resultou no isolamento do composto 16-hidroxi-19-cauranoato de
metila. Para identificagdo dos compostos foram utilizadas técnicas de RMN lH, 13C,
HETCOR, HMQC, COSY e comparagao com dados da literatura.

Foram avaliados testes de atividade antibacteriana do extrato bruto etandlico, das fragdes
particionadas e do acido caurendico utilizando-se o método de microdiluicdo em placas de
culturas dos microorganismos Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Escherichia coli.
Para tanto, o extrato bruto foi particionado, resultando nas fragdes hexanica, diclorometanica,
acetato de etila, butandlica e aquosa. Dentre as fragdes testadas, a hexanica foi a que
apresentou melhor atividade frente aos microorganismos Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis. O acido caurendico na concentragao (6,26 ug/ml) inibiu e matou o microorganismo

B.subtilis
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1- INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de varias comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura
de enfermidades ¢é tdo antigo quanto a espécie humana'.

Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande aumento nos estudos que comprovam
0 que se conhece empiricamente visto que a medicina popular € rica em exemplos de plantas
utilizadas para diversos fins, que substituem muitas vezes, a prescricdo médica Acredita-se
que 80% da popula¢io mundial usem plantas como primeiro recurso terapéutico’

A composicao quimica das espécies vegetais, especialmente das plantas encontradas
nas florestas tropicais, esta longe de ser descrita em sua totalidade. Um enorme arsenal de
constituintes naturais ainda ndo foi isolado e estudado do ponto de vista quimico. Por outro
lado, uma grande quantidade de compostos, ja isolados ndo foi estudada quanto as suas
atividades bioldgicas, tanto em relagdo as suas fung¢des na espécie vegetal, quanto nas
potencialidades de uso para outras finalidades, especialmente as de interesse terapéutico’.

Entre inumeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se as plantas do
género Croton, pertencentes a familia Euphorbiaceae a qual abrange 290 géneros e cerca de
7500 espécies distribuidas em todas as regides tropicais e subtropicais, principalmente da
América e da Africa. No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1100 espécies difundidas em
todo tipo de vegetacdo®. Estas plantas variam desde ervas, até trepadeiras e arvores de grande
porte. O género Croton compreende cerca de 1000 espécies, 650 das quais se encontram na
América e 300 no Brasil’.

A Croton floribundus, conhecida popularmente por capixingui ou tapixingui,
apresenta-se como arvore e pode atingir até 10 m de altura, ocorrem nos estados do Rio de
Janeiro, S3o Paulo, Minas Gerais e Parana. Na medicina popular as cascas do tronco desta
planta sdao usadas em forma de cha no combate a sifilis ¢ hemorréidas e as folhas (tintura) tem
emprego na medicina humana e veterindria, contra ulceras. A arvore, como uma planta
pioneira tolerante a areas abertas, ¢ Util na preservacao permanente através de plantios mistos
em reflorestamentos de areas degradadas e a madeira ¢ usada na carpintaria leve, nas obras

internas, na confec¢do de chapas de aglomerados, brinquedos e tabuados em geral®.



Segundo Cronquist’, esta planta encontra-se na seguinte classificacio:
Divisdo: Magnoliopyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Rosidae

Ordem: Euphorbiales

Familia: Euphorbiaceae

Género: Croton

Espécie: Croton floribundus.

Figura 1: Foto Croton floribundus



2 -OBJETIVOS

A espécie C. floribundus, embora seja muito utilizada na medicina caseira, ainda ndo foi

estudada quimicamente, portanto este trabalho tem por objetivos:

- Estudo fitoquimico das cascas visando isolamento e identificagdo estrutural dos principais
constituintes.

- Avaliagdo da atividade antibacteriana do extrato bruto, fragdes e compostos isolados.



3-REVISAO BIBLIOGRAFICA DE PLANTAS DO GENERO Croton

O género Croton, o segundo maior da familia Euphorbiaceae®, inclui aproximadamente
1000 espécies, das quais algumas s3o conhecidas como fonte de diterpenos pertencente a série
dos caurenos, ent-caurenos, labdanicos, ent-labdanicos e clerodanicos’ . Foram isolados
alcaloides, compostos polifendlicos, flavonoides e lignanas.

As espécies C. lechleri (Equador), C.draconoids (México), C. draco (Costa Rica), C.
echinocarpus (Brasil), C. gossipifolius (Venezuela, México), C. hibiscifolius (Argentina), C.
palanostigma (Peru, Brasil), C. urucurana (Brasil, Paraguai) C. xalapensis (Guatemala,
México), t€ém em comum a presenca de uma seiva vermelho sangue obtida pelo corte da casca.
Esta seiva ¢ muito utilizada na medicina popular para tratar doencas como: cancer, inflamagao
intestinal, cicatrizagdo de feridas. Dentre as espécies citadas C. lechleri vem sendo muito
estudada por apresentar muitas destas propriedades terapéuticas. Um estudo quimico realizado
por Cai e colaboradores'® com o latex desta planta revelou a presenca de compostos
polifendlicos como constituintes majoritarios, cerca de 90% do peso seco. Foram isolados a (+)
catequina (1), (-) epicatequina (2), (+) gallocatequina (3), (-) epigallocatequina (4),
procianidinas B-1 (5) e B-4 (6), gallocatequina-(4a—8) epicatequina (7) e a catequina-
(4o—8)-epigallocatequina (8).

, . . - . 11,12
Das cascas desta espécie foram isolados: o alcaldide taspina (9)

que mostrou ser o
principio ativo responsavel pela cicatrizagdo de feridas, os diterpenos Korberina A (10) ¢
Korberina B (11) que se mostraram ativos contra o B.subtilis, os compostos minoritarios 1,3,5
trimetoxi-benzeno (12) e o 2,4,6 trimetoxi-fenol (13) que sdo 30 vezes mais ativos que a
penicilina e também sdo altamente inibitdrio contra a E.coli®.

Do estudo da seiva de C.draconoids foi isolado o composto pertencente a classe das
lignanas, 3°4’-O-dimetil cedrusina (14) que apresentou atividade anti-inflamatoria'®.

No Brasil uma espécie que vem despertando muito interesse no meio cientifico ¢ o
C.cajucara, muito utilizada na medicina popular da regido Amazonica por apresentar
propriedades terapéuticas no combate a diabetes, malaria, febre, problemas estomacais,
inflamagdes do figado, rins, vesicula e no controle de indices elevado de colesterol . O p6 das
cascas ¢ comercializado em farmacias de manipulagdo. Estudos quimicos realizados por Maciel
e colaboradores'> com a casca reportam o isolamento dos diterpenos transdesicrotonina
(DCTN) (15), que apresentou um teor de 1,4% da planta seca, cis-cajucarina B (16),
cajucarinolida (17) ¢ a sacarina (18).. Das folhas foram isolados os flavondides, 3,7,4’-tri-O-

metilcanferol (19) e 7,3-di-O-metilcanferol (20). Estudos das atividades biologicas realizados



com a DCTN mostraram correlagdo da presenga dos mesmos com grande parte das
propriedades terapéuticas da planta.

Estudando a constituicdo quimica das sementes de C.tiglium (Tailandia), Mekkawy e
colaboradores'® isolaram os ésteres diterpénicos 12-O-acetil forbol-13-decanoato (21), 12-O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato  (22) e 12-O-decanoil-forbol-13-(2metilbutirato).  Estas
substancias apresentaram atividades anti-HIV.

Estudos quimicos dos galhos de C. zambesicus realizados por Ngadjui e colaboradores'’
descrevem o isolamento dos diterpenos crotozambefurano A (23), B (24), C (25), acido 7p-
acetoxi-labdan-18-6ico (26) do traquiloban-7 diol (27) e do crotonadiol (28).

Trabalhando também com os galhos, Roengsumran e colaboradores' isolaram da
C.oblongifolius os diterpenos 2-acetoxi-3-hidroxi-labda-8(17), 12(E)-14-trieno (29), 3-acetoxi-
2-hidroxi-labda-8(17), 12(E)-14-trieno (30) e 2,3diidroxi-labda-8(17), 12(E)-14-trieno (31) que
apresentaram atividade citotoxica.

Sutthivaiyakit e colaboradores'® isolaram das folhas de C.joufra os diterpenos 20, 30i-
diidroxi-labda-8(17), 12(13), 14(15)-trieno (32) e 3B-hidroxi-19-0-acetilprimara-8(9), 15-dien-
7-ona (33).

Um estudo realizado com as raizes de C.macrostachys por Kapingu e colaboradores®
revela o isolamento dos diterpenos neoclerodan-5,10-en-19,6f3,20,12diolideo (34), 3a,19-
diidroxitrachylobane (35), 3a.,18,19-triidroxitrachilobano (36).

Kitazawa e colaboradores’' isolaram de C.sublyratus os diterpenos ent-3a-hidroxi-13-
epimanol (37) e o ent-16B3,17-diidroxi caureno (38).

Um estudo realizado com as raizes de C.membranaceus® e folhas de C.flavens®
resultou no isolamento dos alcaloides julocrotina (39), ¢ (-) amuronina (40).

Investigando as raizes da espécie C. lacciferus, Bandara e colaboradores® isolaram
diterpenos do grupo caureno ent-158, 16 — epoxcauren-17-ol (10) (41) e ent — caur- 15-en
3B,17- diol (11) (42). Estas substancias mostraram atividade inseticida.

Das cascas de C.geayi, Palazzino e colaboradores’ isolaram os diterpenos geayina (43),

7- deoxogeanina (44), geayinina (45) e isogeayinina (46).
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - Materiais e Métodos

Os espectros de RMN 'H e °C foram registrados em espectrometro VARIAN, modelo
Gemini 2000 BB 300 MHz, (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para (). Os deslocamentos
quimicos foram apresentados em ppm, tendo como referéncia interna o TMS (6 = 0,0 ppm).
Os solventes deuterados utilizados foram ALDRICH e/ou ISOTEC.

A interpretacdo dos dados foi realizada com auxilio da técnica DEPT 135 e DEPT 90,
e confirmado por dados espectroscopicos de correlagdes bidimensionais como COSY 45 e
HETCOR.

As cromatografias em coluna foram realizadas em colunas de vidro, utilizando silica
gel [(0,063 — 0,020mm) (70 — 230 mesh ASTM)] da Merck e silica flash [(0,035-0,070mm)
(220-440 mesh ASTM)]. As dimensdes das colunas variaram de acordo com a quantidade de
material empregado. Para acompanhamento da cromatografia em coluna utilizou-se
cromatografia em camada delgada (CCD).

As elui¢des foram feitas com solventes organicos puros ou combinadas em ordem
crescentes de polaridade sendo as fragdes obtidas concentradas em evaporador rotativo.

As placas para cromatografia em camada delgada e cromatografia em camada delgada
preparativa foram feitas utilizando-se silica gel GF254 (Fluka), suspensa em agua destilada e
distribuida em camada de 0,25 mm e 1,00 mm de espessura sobre placas de vidro de 5 x 20 e
20 x 20 cm, respectivamente.

A visualizacdo dos compostos em CCD foi realizada utilizando reveladores como
H,S04/MeOH (1:1) e o revelador para terpenos anisaldeido: acido acético: acido sulfurico:

metanol (0.5 : 10 : 5 : 85) com posterior aquecimento em chapa.



4.2 - Estudo quimico da espécie vegetal Croton floribundus

4.2.1 - Coleta e secagem da planta

A espécie C.floribundus utilizada neste estudo foi coletada em Maringa na rodovia
Maringa-Pai¢andu, em agosto de 2001. A planta foi identificada pela professora Dr* Cassia
Monica Sakuragui do departamento de Biologia da Universidade Estadual de Maringd. Uma
exsicata encontra-se depositada no herbério dessa universidade sob registro HUM 8.406. O
material coletado (folhas e cascas) foi seco em estufa e moido, rendendo 1,2 kg de folhas e

2,8 kg de cascas.

4.2.2 - Preparacao dos extratos das cascas (CF-SH, CF-SD e CF-SM)

As cascas ap0s secas foram moidas até resultar em p6. Este po foi submetido a duas
metodologias diferentes de extracdo: extragdo realizada em aparelho Soxhlet e extracdo por
maceragdo a temperatura ambiente. Na extracdo por Soxhlet foram utilizadas 100g do
material vegetal seco ¢ moido o qual foi extraido em aparelho Soxhlet, inicialmente com
hexano em seguida com diclorometano e etanol, seqiiencialmente por 24 horas, cada. Os
extratos foram evaporados em rotaevaporador a 40°C e liofilizados fornecendo os extratos

codificados como: CF-SH (8,0 g), CF-SD (4,0 g) e CF-SM (30 g).

4.2.3 — Extracao por maceracéo (CF-EBH e CF-EBE)

O po6 proveniente das cascas (1,0 kg) foi extraido por maceragdo com hexano e etanol
cada um, por uma semana. Os respectivos extratos foram concentrados em rotaevaporador e
liofilizados resultando em 40 g de extrato bruto hexanico (CF-EBH) e 100 g de extrato bruto
etanolico (CF-EBE).



4.2.4 - Isolamento dos constituintes quimicos das cascas

O esquema 1 apresenta o procedimento empregado no isolamento dos constituintes do extrato
CF-SH

CF-SH (8,0g)

CC (SILICA GEL)

CF-SH-1 CF-SH-2  CF-SH-3  CF-SH4  CF-SH-5 CFSH6  CF-SH-7  CF-SH-8  CF-SH9
(3.9¢) (1,2g) (600mg)

Recristalizagdo CC (SILICA FLASH)

CF1
(2.58)

CF-SH-3.1 CF-SH-3.2 CF-SH-3.3
(175mg)

Recristalizagdo

CF2
(20mg)

Esquema 1: Isolamento dos constituintes do extrato hexanico ( CF-SH) da espécie C.
floribundus

4.2.5 - Fracionamento do extrato hexanico (CF-SH)

O extrato hexanico (8,0 g) foi adsorvido em 15 g de silica gel 60 e submetido ao
fracionamento em coluna cromatografica (¢ = 2,5 cm; 30 g de silica gel 60).

Foram utilizadas como eluentes misturas de hexano/ acetato de etila em ordem
crescente de polaridade e em seguida a coluna foi lavada com acetato de etila/metanol 2%.

Foram coletadas 95 fragdes, de 20 mL cada, conforme mostrado na Tabela 01.



Tabela 01: Coluna cromatografica do extrato CF-SH

cluentes utilizados fragdes coletadas
Hexano 1-9

hexano/ acetato de etila 1% 10-14
hexano/ acetato de etila 2% 15-20
hexano/ acetato de etila 3% 21-25
hexano/ acetato de etila 5% 26-31
hexano/ acetato de etila 10% 32-36
hexano/ acetato de etila 15% 37-41
hexano/ acetato de etila 20% 42-47
hexano/ acetato de etila 30% 48-68
hexano acetato de etila 50% 69-78

acetato de etila 79-84
acetato de etila/metanol 2% 85-95

As fragdes, apos analise em CCD, foram reunidas e pesadas conforme a Tabela 02.

Tabela 02: Fragdes reunidas da CC da fracdo CF-SH

Fragdes reunidas codigo das fracdes massa das fragdes (mg)

1-23 CF-SH-1 3000
24-27 CF-SH-2 400
28-39 CF-SH-3 1200
40-48 CF-SH-4 500
49-60 CF-SH-5 600
61-69 CF-SH-6 325
70-75 CF-SH-7 340
76-85 CF-SH-8 624

85-95 CF-SH-9 100

A fragdo CF-SH-1 foi recristalizada de MeOH resultando em 2,5 g do composto

codificado como CF;



Cada uma das fracdoes CF-SH-2 ¢ CF-SH-4 foi submetida a CC usando como eluente
Hexano/acetato de etila em ordem crescente de polaridade e as subfracdes resultantes destas
colunas apresentaram-se como mistura de compostos quando analisadas por CCD.

Por apresentarem fluorescéncia sob luz UV (365nm e 254nm) as fragcdes CF-SH 5,6, 7,
8, 9 foram submetidas a cromatografias em placa preparativa (CCDP). Por analise em CCD

foi possivel observar que os compostos extraidos das preparativas nao estavam puros.

4.2.6 - Estudo da fracdo CF-SH-3. / Isolamento da substancia CF,.

A fragdo CF-SH-3 (1,2 g) foi adsorvida em 4 g de silica gel 60 em seguida foi
submetida ao fracionamento em coluna cromatografica (¢ = 2,5 cm; 30 g de silica gel 60).
Como eluente foi utilizado hexano/ acetato de etila em gradiente de polaridade. Foram

coletadas 22 fragdes de 20 mL cada, conforme mostra a Tabela 03.

Tabela 03: Coluna cromatografica do extrato CF-SH -3

eluentes utilizados fragdes coletadas

hexano/ acetato de etila 5% 1-3
hexano/ acetato de etila 7% 4-6
hexano/ acetato de etila 10% 7-8
hexano/ acetato de etila 15% 9-11

Hexano/ acetato de etila 20% 12-14

Hexano/ acetato de etila 50% 15-17

acetato de etila 18-22

As fragdes foram reunidas por analise em CCD e pesadas conforme apresentado na Tabela
04.

Tabela 04: Fracdes reunidas da CC da fracdo CF-SH-3

fracOes reunidas codigo das fracdes massa das fragdes(mg)
1-10 CF-SH-3.1 120
11-17 CF-SH-3.2 175

18-22 CF- SH-3.3 20




A fracao CF-SH 3.2 foi recristalizada de MeOH, fornecendo 20 mg de um composto

denominado CF,.
4.2.7- Fracionamento do extrato CF-EBH

O esquema 2 apresenta o procedimento empregado no isolamento dos constituintes do extrato

extrato bruto hexanico

A
Extrato bruto hexanico (40g)

| CC( Silica gel) hexano/acetato/metanol

ACF EBH-2 AA CF-EBH-5 AA

CF-EBH-1 (252) CF-EBH-3 CF-EBH-4 (5.2¢2) CF-EBH-6 CF-EBH-7
ﬂ;istalizagéo
CF, (20g) Hex/cloroférmio/metanol

CF-EBH CF-EBH CF-EBH 54  CF-EBH CFEBH CFEBH CFEBH CF-EBH
5.1 5.2 5.3 (720mg) 5.5 5.6 5.7 5.8 5.9
CH,N,

Hex/éter etilico

CF-EBH CF-EBH CF-EBH CF-EBH 5. 4 5  CF-EBH
5.4.1 542 54.3 5.4.4 (100mg)  54.6
Sucessivas colunas
CF, (3,0mg)

Esquema 02: Isolamento dos constituintes quimicos do extrato bruto hexanico

O extrato bruto hexanico (40 g) foi adsorvido em 80 g de silica gel e submetido ao
fracionamento em coluna cromatografica (¢ - 6 cm , 350 g de silica gel 60). A eluicao foi
realizada utilizando misturas de hexano/acetato em ordem crescente de polaridade, conforme

Tabela 05



Tabela 05: Coluna cromatogréafica do extrato CF-EBH

eluentes utilizados fracdes coletadas
hexano 1-50
hexano/acetato de etila 1% 51-81
hexano/acetato de etila 2% 82-107
hexano/acetato de etila 3% 108-118
hexano/acetato de etila 5% 119-128
hexano/acetato de etila 10% 129-144
hexano/acetato de etila 15% 145-246
hexano/acetato de etila 30% 247-262
hexano/acetato de etila 50% 263-304
acetato de etila 305-342

As fragdes foram reunidas ap6s analise em CCD e pesadas como mostra a Tabela 06:

Tabela 06: Fracdes reunidas da CC do extrato CF-EBH

fragdes reunidas codigo das fracdes massa (mg)
1-159 CF-EBH-1 1400
160-189 CF-EBH-2 20000
190-264 CF-EBH-3 7500
265-290 CF-EBH-4 3800
291-324 CF-EBH-5 5200
325-340 CF-EBH-6 1200

A fracdo CF-EBH-1 apresentou-se como um 6leo viscoso com cheiro de madeira. Pela
revisdo bibliografica encontraram-se muitos relatos no género Croton de 6leos essenciais, esta
fragdo foi analisada em CG-MS, de onde foram detectadas pelo menos 58 substancias.

Da fragao CF-EBH-2, por recristalizagdo de MeOH, foi isolada uma substancia que se
constatou por analise em CCD e RMN de 'H se tratar novamente da substincia CF;. As
fracdes CF-EBH-3 ¢ CF-EBH-4 apresentaram basicamente os mesmos compostos sob analise
de CCD. Desta forma, optou-se por estudar a fracdo CF-EBH-3, pois a mesma continha

menos pigmentagao.



A fracdo CF-EBH-6 nao foi estudada por apresentar-se como mistura complexa de

compostos observados por andlise em CCD.

4.2.8 - Estudo da fracdo CF-EBH-3
A fragdo CF-EBH-3 (7,5 g) foi adsorvida em 8,5 g de silica gel 60 e eluida em

hexano/acetato com gradiente de polaridade (¢ -2,5 cm ; 30 g de silica gel) como apresentado

na Tabela 07:

Tabela 07: Coluna cromatografica da fracdo CF-EBH-3

eluentes utilizados fracdes coletadas
hexano/acetato de etila 0,5 % 1-18
hexano/acetato de etila 1 % 19-39
hexano/acetato de etila 2 % 40-48
hexano/acetato de etila 3 % 49-59
hexano/acetato de etila 5 % 60-64
hexano/acetato de etila 10 % 65-91
hexano/acetato de etila 30 % 92-97

As fragdes foram reunidas ap6s analise em CCD, conforme a Tabela 08:

Tabela 08: Fracdes reunidas da CC de CF-EBH 3.3

Fragdes reunidas codigo das fragoes Massa (mg)
1-30 CF-EBH-3.1 900
31-49 CF-EBH-3.2 1000
50-80 CF-EBH-3.3 1500
81-100 CF-EBH-3.4 2000

Verificou-se, por analise em CCD, que o componente majoritario da fragdo CF-EBH-

3.1 era também o CF; , portanto ndo foi estudada.



A fracdo CF-EBH-3.2 foi submetida a uma CC em silica gel usando misturas de
hexano/acetato como eluentes, resultando em 47 fragdes que foram recombinadas por analise
em CCD em 3 subfragdes: 1-19; 20-55 (450 mg); 36-55 (100 mg) que foram codificadas
como CF-EBH-3.2.1, CF-EBH-3.2.2, CF-EBH-3.2.3. Das fragdes CF-EBH-3.2.2, CF-EBH-
3.2.3 foram feitas cromatografias em camadas preparativas (CCDP) usando como eluentes
hexano/diclorometano com vapor de amonia. Através da anélise em CCD, observou-se que os

compostos extraidos das cromatografias em camadas preparativas nao estavam puros.

4.2.9 - Estudo da fracdo CF-EBH 3.3

A fragdo CF-EBH3.3 (1,5 g) foi adsorvida em 3,0 g de silica gel e fracionada em
coluna cromatografica (CC) (¢ - 2,5 cm ; 30 g silica gel ). A eluicao foi feita utilizando
misturas de hexano/ diclorometano/ acetato de etila em ordem crescente de polaridade

conforme a Tabela 09

Tabela 09: Coluna cromatogréfica da fracdo CF-EBH3.3

Eluentes utilizados Fracdes coletadas
Hexano/diclorometano 50% 1-27
diclorometano 28-39
Diclorometano/acetato 5% 40-50

As fragdes foram reunidas por analise em CCD e pesadas conforme a Tabela 10

Tabela 10: Fracdes reunidas da CC de CF-EBH-3.3

Fragdes reunidas codigo das fragoes massa (mg)
1-15 CF-EBH3.3.1 82
16-25 CF-EBH3.3.2 300
26-42 CF-EBH3.3.3 510

43-50 CF-EBH3.3.4 50




Na fragdo CF-EBH-3.3.3 verificou-se, por analise em CCD, a presenca de dois
compostos que apresentaram fluorescéncia sob luz UV 254nm e de mais substancias que s
apareciam quando reveladas com 4cido ou revelador para terpenos. Foram feitas 5
preparativas (CCDP) usando como fase mével diclorometano com vapor de amoénia as faixas
retiradas das preparativas foram extraidas com metanol. Para completa purificagdo se fez
necessario mais uma cromatografia em camada preparativa usando como eluente
hexano/diclorometano 50% com vapor de amonia resultando no isolamento de um composto
codificado como CFM (3mg). Este composto ndo foi identificado, pois ndo apareceram todos

os sinais de carbono.(RMN "°C)

4.2.10 - Estudo da fragdo CF-EBH-5/1solamento de CF;

Esta fragdo foi adsorvida em 15 g de silica gel e submetida ao fracionamento em
coluna cromatografica (¢ =6,0 cm ; 15 g de silica gel 60) usando como eluentes misturas de

hexano/cloroférmio/metanol em ordem crescente de polaridade conforme a Tabela 11

Tabela 11: Coluna cromatogréfica da fragdo CF-EBH-5

eluentes utilizados fracOes coletadas
hexano/cloroférmio 50% 1-20
cloroférmio 21-48
cloroférmio/metanol 0,5% 49-67
cloroférmio/metanol 1% 68-88
cloroférmio/metanol 2% 89-100
cloroféormio/metanol 5% 101-113
cloroférmio/metanol 7 % 114-126
cloroférmio/metanol 10% 127-140
cloroférmio/metanol 15% 141-153
cloroférmio/metanol 20% 154-171
cloroférmio/metanol 30% 172-184

cloroférmio/metanol 50% 185-197




As fragdes foram reunidas e pesadas como apresentado na Tabela 12

Tabela 12: Fracdes reunidas da CC de CF-EBH-5

Fragdes reunidas Codigo das fragdes Massa(mg)
1-59 CF-EBH-5.1 50
60-69 CF-EBH-5.2 90
70-84 CF-EBH-5.3 1500
85-99 CF-EBH-5.4 1930
100-109 CF-EBH-5.5 350
110-119 CF-EBH-5.6 300
120-129 CF-EBH-5.7 80
130-139 CF-EBH-5.8 40
140-197 CF-EBH-5.9 90

As fragoes CF-EBH-5.3, CF-EBH-5.4, CF-EBH-5.5, CF-EBH-5.6 apresentaram
substancias com os mesmos rf’s, em virtude disto, foi trabalhado somente com a fracao de
maior massa (CF-EBH-5.4).

Na fracdo CF-EBH-5.4 formou um precipitado que foi purificado com MeOH
fornecendo 720mg. Com base no perfil em CCD foram observados quatro compostos e esta
mistura foi codificada como CF-EBH-54 M. A fragdo (720mg) foi metilada com
diazometano ¢ em seguida foi submetida a uma CC (¢ = 2,5 cm; 30 g silica flash) usando
misturas de hexano/éter etilico em ordem crescente e de polaridade. Foram coletadas 375

fragdes de 3 mL cada uma como mostra a Tabela 13.

Tabela 13: Coluna cromatografica da fracdo CF-EBH-5.4M

eluentes utilizados fracOes coletadas
hexano/éter etilico 2% 1-117
hexano/éter etilico 5% 118-230
hexano/¢éter etilico 10% 231-256
hexano/éter etilico 20% 257-301
hexano/éter etilico 50% 302-318

éter etilico 319-375




As fragdes foram reunidas por analise em CCD e pesadas conforme mostra a Tabela 14:

Tabela 14: Fracdes reunidas da CC de CF-EBH-5.4M

Fragdes reunidas Cdédigo das fragoes Massa(mg)
1-150 CF-EBH-5.4.M.1 5
151-239 CF-EBH-5.4.M.2 10
240-245 CF-EBH-5.4.M.3 50
246-319 CF-EBH-5.4.M 4 80
320-339 CF-EBH-5.4.M.5 100
340-375 CF-EBH-5.4.M.6 120

A fragdo CF-EBH-5.4. M.5 foi novamente cromatografada em coluna isocratica
usando como ecluente hexano/éter etilico 50%. As fra¢des foram coletadas em volume de 6
mL cada, resultando em 62 fragdes. A subfragdo principal 36-54 (50 mg) foi cromatografada

em CC (¢ = 0,7 cm ; 5 gramas de silica flash). Os eluentes utilizados foram misturas de

hexano/ acetato de etila com gradiente de polaridade, como mostra a Tabela 15.

Tabela 15: Coluna cromatografica da fragdo CF-EBH-5.4M.5

Eluentes utilizados Fracdes coletadas
Hexano/acetato 5% 1-9
Hexano/acetato 7% 10-19
Hexano/acetato 10% 20-49
Hexano/acetato 30% 50-66

As fragdes 55-56 (4,5 mg) forneceram o composto codificado como CFs.



4.2.11 - Fracionamento do extrato bruto etandlico (CF-EBE) pela metodologia de
extracdo acido-base
O esquema 03 apresenta o procedimento empregado no isolamento dos constituintes do

extrato bruto etanolico

Extrato bruto etandlico (50g)
1)Solubilizagdo em H,SO, 1M (pH 2)
Agitagdo por 12 horas
2)Filtracao
Fracdo aquosa 4cida

| Extra¢do (Diclorometano)

v
Fracdo aquosa 4cida CF-EA (3,0g)
lAdi@ﬁO de NH,OH | Hex/diclorometano/metanol
(pH 10) l l l v l
Fragdo aquosa basica S
§80 aq CF-EA-1| CF-EA-2| CF-EA-3| (5 04) | CF-EA-S
Extracdo CHLN ’
(Diclorometano) 22
y Sucessivas colunas
Fragao aquosa CF-EB CF (3.0
basica (64mg) 4(3,0mg)

Esquema 03 Isolamento dos constituintes do extratobruto etandlico pela metodologia de

exrac¢do acido base.

O extrato bruto etanolico (50g) proveniente da maceragao foi solubilizado em solucao
acida de pH=2. Apos filtrada a solucdo acida foi extraida exaustivamente com diclorometano
resultando em 3,0 g da fragio denominada CF-EA. A solucdo 4cida restante foi adicionada
solugdo de NH4OH até¢ pH = 10. Entre pH7 ¢ 10 precipitou 30g de um solido marrom
insoluvel denominado CF-EBp. A solucdo basica foi extraida com diclorometano
repetidamente obtendo-se a fragdo CF-EB (64 mg).

A andlise em CCD feita com a fragdo CF-EB, usando o reagente de Dragendorff como

revelador, mostrou teste negativo para alcaloides.



4.2.12 - Estudo da fracdo CF-EA

A fracdo CF-EA (3,0 g) foi adsorvida em 9 g de silica gel e submetida a uma CC
(0 = 6 cm; 100 g de silica gel). A fragdo foi eluida com misturas de hexano
diclorometano/metanol em ordem crescente de polaridade. As fragdes foram coletadas em

volume de 250 mL cada uma conforme apresentado na Tabela 16.

Tabela 16: Coluna cromatogréfica da fracdo CF-EA

Elentes utlizados Fragdes coletadas
hexano/diclorometano 10% 1-4
hexano/diclorometano 20% 5-6
hexano/diclorometano 50% 7-9

diclorometano 10-12
diclorometano/metanol 5% 13-17
diclorometano/metanol 10% 18-37

As fragdes foram reunidas (CCD) e pesadas como mostra a Tabela 17

Tabela 17: Fracdes reunidas da CC de CF-EA

Fragdes reunidas Codigo das fragdes Massa (mg)
1-8 CF-EA-1 400
9-19 CF-EA-2 140
20-26 CF-EA-3 80
27-36 CF-EA-4 2000
37 CF-EA-5 200

Desta coluna s6 foi trabalhada a fragdo CF-EA-4 de maior massa (2,0 g).

4.2.13 - Estudo da fracdo CF-EA-4

A fragao CF-EA-4 (2,0 g) foi submetida ao fracionamento em CC (¢ =2,5 cm; 30 g

silica flash). A eluigdo foi feita utilizando misturas de diclorometano/metanol em ordem



crescente de polaridade. As fragdes foram coletadas em volume de 20 mL cada uma como

esta apresentado na Tabela 18:

Tabela 18: Coluna cromatogréafica da fracdo CF-EA-4

Eluentes utilizados Fragdes coletadas
diclorometano/metanol 0,5% 1-29
diclorometano/metanol 1% 30-40
diclorometano/metanol 2% 41-56
diclorometano/metanol 3% 57-64
diclorometano/metanol 4% 65-73
diclorometano/metanol 5% 74-85
diclorometano/metanol 10% 86-96
metanol 97-107

As frag¢des foram reunidas (CCD) e pesadas como mostra a Tabela 19

Tabela 19: Fracdes reunidas da CC de CF-EA-4

Fragdes reunidas Codigo das fragdes Massa (mg)

1-8 CF-EA-4.1 50

9-38 CF-EA-4.2 450
39-45 CF-EA-4.3 150
46-47 CF-EA-4.4 120
48-57 CF-EA-4.5 370
58-62 CF-EA-4.6 139
63-66 CF-EA-4.7 131
67-72 CF-EA-4.8 74
73-76 CF-EA-4.9 30
77-107 CF-EA-4.10 277

Desta coluna s6 foram trabalhadas as fragdes que continham maior quantidade de
material que sdo CF-EA-4.2 ¢ CF-EA-4.5.
A fracdo CF-EA-4.2 foi submetida a uma CCDP (hexano/diclorometano/metanol)

7:7:1. Os compostos extraidos, por apresentarem varios compostos de natureza acida , foram



metilados com diazometano em seguida foi realizada uma CCDP (éter etilico/metanol 12%)
com vapor de amonia, resultando no isolamento de um composto CFM; (3mg) que nao foi

possivel identificar este composto, pois 0 mesmo nao estava puro.

4.2.14 - Estudo da fracdo CF-EA-4.5/Isolamento de CF,

Esta fracdo (370mg) foi metilada com diazometano e submetida ao fracionamento em
CC (6 =0,9 cm; 9 g de silica flash). Foram coletadas 364 fragdes de 6 mL cada uma conforme

mostrado na Tabela 20

Tabela 20: Coluna cromatogréfica da fracdo CF-EA-5

Eluentes utilizados Fragdes reunidas
hexano/éter etilico 10 % 1-45
hexano/éter etilico 15 % 46-75
hexano/éter etilico 20 % 75-104
hexano/éter etilico 30 % 105-150
hexano/éter etilico 40 % 151-177
hexano/éter etilico 50 % 178-219
hexano/éter etilico 60 % 220-274

Eter etilico 275-364

As fragdes foram reunidas sob analise por CCD e pesadas como mostra a Tabela 21

Tabela 21: Fragdes reunidas da CC de CF-EA-5.

Fracdes reunidas codigo das fracdes massa(mg)
1-24 CF-EA4.5M.1 10
25-35 CF-EA4.5M.2 5
36-55 CF-EA4.5M.3 20
56-100 CF-EA4.5M.4 35
101-105 CF-EA4.5M.5 5
106-190 CF-EA4.5M.6 40
191-210 CF-EA4.5M.7 50
211-287 CF-EA4.5M.8 71

288-364 CF-EA4.5M.9 100




A fragao CF-EA4.M.5 forneceu (5mg) o composto codificado com CF4

4.2.15- Fracionamento do extrato bruto etandlico

O esquema 04 apresenta o procedimento empregado no isolamento

CF-EBH(50g)

CC (SILICA GEL)
CF-F -1 CF-F -2 CF-F-3 CF-F-4 CF-F-5 CF-F-6 CF-F-7
(2,52)
CC (SILICA GEL)

S S S S S

CF-F-3.1 CF-F-3.2 CF-F-3.3 CF-F-3.4 CF-F-3.5 CF-F-3.6 CF-F-3.7
(800mg) (700mg)

Recristalizacdo

CF5
(100mg)

Esquema 04: fracionamento do extrato bruto etanolico..

O extrato bruto etanolico 50 g foi adsorvido em 100 g de silica gel e submetido ao
fracionamento em coluna cromatografica (¢ = 5,5 cm; 225 g de silica gel). Foram utilizados
como eluentes hexano/ diclorometano /metanol com gradiente de polaridade. As fragdes em

volume de 250 mL cada uma foram coletadas conforme mostrado na Tabela 22:



Tabela 22: Coluna cromatogréafica do extrato bruto etandlico

Eluentes utilizados Fracdes coletadas

hexano/diclorometano 50% 1-17
diclorometano 18-23
diclorometano/metanol 1% 24-27
diclorometano/metanol 2% 28-30
diclorometano/metanol 5% 31-33
diclorometano/metanol 10% 34-38
diclorometano/metanol 20% 39-42
diclorometano/metanol 30% 43-46
diclorometano/metano 50% 47-51
metanol 52-60

As fragoes foram reunidas (CCD) e pesadas como mostra a Tabela 23

Tabela 23: Fracdes reunidas da CC do extrato CF-EBE

Fragdes reunidas Cddigo das fragdes Massa (g)

1-17 CF-EBE-1 4,0
18-33 CF-EBE-2 0,5
34-38 CF-EBE-3 2,5
39-42 CF-EBE-4 1,5
43-46 CF-EBE-5 1,0
47-51 CF-EBE-6 15
52-60 CF-EBE-7 18

Com base no perfil em CCD, foi observado que as substancias contidas nas fragdes
CF-EBE-1 e CF-EBE-2 eram basicamente as mesmas dos extratos (CF-SH ¢ CF-SD), em
virtude disto, ndo foram estudadas.

As fragoes CF-EBE-4,5,6,7 ndo foram estudadas, pois apresentaram-se como mistura

complexa sob andlise em CCD.



4.2.16 - Estudo da fracdo CF-EBE-3/ Isolamento do composto CFs

A fragao CF-EBE-3 (2,5 g) foi adsorvida em 7,5 g de silica gel e submetida a uma CC
(b = 2,5 cm; 40 g silica gel). As fragdes foram coletadas em volume de 20 mL cada uma

conforme apresentado na Tabela 24.

Tabela: 24 Coluna cromatogréfica da fragdo CF-EBE-3

Eluentes Fragdes coletadas
diclorometano 1-15
diclorometano/metanol 1% 16-26
diclorometano/metanol 3% 27-32
diclorometano/metanol 5% 33-43
diclorometano/metanol 7% 44-49
diclorometano/metanol 10% 50-55
diclorometano/metanol 15% 56-61
diclorometano/metanol 30% 62-67
Diclorometano/metanol 50% 68-72

As fragdes foram reunidas (CCD) e pesadas como mostra a Tabela 25

Tabela 25: Fracdes reunidas da CC de CF-EBE-3

Fragdes reunidas Cddigo das fragdes Massa(mg)
1-20 CF-EBE-3.1 50
21-34 CF-EBE-3.2 100
35-40 CF-EBE-3.3 70
45-54 CF-EBE-3.4 800
55-60 CF-EBE-3.5 700
61-73 CF-EBE-3.6 300

As fragdes CF-EBE-3.4 ¢ CF-EBE-3.5 apds recristalizagdo de cloroféormio/ metanol

forneceram 100 mg do composto codificado como CFs.



4.2.17 - Fracionamento do extrato diclorometéanico (CF-SD) / Isolamento de CFg

O extrato CF-SD (4,0 g) foi adsorvido em 8,0 g de silica gel 60 e submetido ao

fracionamento em coluna cromatografica (CC) (¢ = 2,5 cm; 20 g de silica gel 60). A elui¢do

foi feita inicialmente com cloroférmio e, posteriormente, com gradiente cloroférmio/metanol

até propor¢ao de 1:1. Foram coletadas 85 fragdes de 20 mL cada, conforme apresentado na

Tabela 26.

Tabela 26: Coluna cromatografica do extrato CF-SD

eluentes utilizados

fracoes coletadas

cloroférmio
cloroférmio/metanol 5%
cloroférmio/metanol 10%
cloroféormio/metanol 20%
cloroférmio/metanol 30%

cloroformio/metanol 50%

1-31
32-47
48-57
58-68
69-79
80-85

As fragdes foram reunidas e pesadas como apresentado na Tabela 27

Tabela 27: Fragdes reunidas da CC do extrato CF-SD

Fragdes reunidas codigo das fragoes massa (mg)
1-31 CF-SD-1 150
32-42 CF-SD-2 2500
43-55 CF-SD-3 325
56-84 CF-SD-4 99

Na fracdo CF-SD-1 foi observado, por andlise em CCD, substancias que

apresentavam fluorescéncia sob luz UV, foram feitas cromatografias em camadas preparativas

na tentativa de isolar estas substancias, mas s se conseguiu, no maximo, 3 mg de material de

cada faixa que ainda continha impureza.

A fracdo CF-SD-2 foi muito trabalhada por apresentar muitos compostos que

apresentavam fluorescéncia sob luz UV (365nm) observados por CCD. A mesma foi



cromatografada em CC eluida com misturas de cloroformio/metanol com gradiente de
polaridade, sendo obtidas 84 fra¢des que foram recombinadas por analise em CCD resultando
em mais 5 subfragdes 1-24 (45 mg), 25-29 (526 mg), 30-59 (903,7 mg), 60-70 (300 mg), 70-
84 (101,7 mg). As fragdes 25-29 e 30-59 foram recromatografadas, mas nenhuma substancia
foi isolada. As demais fracdes foram submetidas a CCDP, os compostos extraidos das
cromatografias em camadas preparativas apresentaram-se como mistura por analise em CCD.
Na fracdo CF-SD-3 formou um precipitado que apds purificagio com cloroférmio

obteve-se a substancia codificada como CF.

4.3 - Estudo da atividade Bioldgica da Croton floribundus

Os testes de atividade foram realizados no departamento de andlises Clinicas da
Universidade Estadual de Maringda, sob coordenagdo do professor Dr. Benedito Dias Prado
Filho e pela técnica Marinete Martinez. Em todos os testes realizados foi usado o método da
microdilui¢do. Para realizagao da atividade antibacteriana a planta seca ¢ moida foi submetida
a uma nova extracdo com metanol apenas. O extrato foi evaporado e entdo liofilizado em
seguida particionado em solventes resultando em: fracdo hexanica, fracdo cloroférmica,

fracdo acetato de etila, fragdo butanolica, fragdo aquosa e também com o composto CF.

4.3.1 - Avaliacdo da Atividade Antibacteriana

O método utilizado foi o da diluicdo em caldo (microdilui¢do): Para determinagdo da
concentracdo minima inibitéria, duas diluicdes de todas as amostras dos antibioticos de
referéncia foram feitas em meio Mueller-Hinton (Merck SA). O inéculo foi preparado com o
mesmo meio ¢ a densidade ajustada por comparagio ao tubo n” 5 da escala da MacFarland
(10° UFC/mL), em seguida diluido 1:10 no mesmo meio. Aliquotas de 100 uL da suspensao
de bactérias foram adicionados a cada pogo da placa de microdiui¢ao contendo 100 pL das
dilui¢des decimais da amostra ou antibidticos de referéncia (controle). As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. A concentracdo minima inibitoria (CMI) é considerada a
menor concentragao da amostra que previne o crescimento visivel. A concentracdo minima
bactericida (CMB) ¢é determinada pelo subcultivo de 10 uL de cada pogo negativo e dos
controles positivos. A CMB ¢ definida como a menor concentracdo produzindo subcultivo

negativo ou o crescimento de uma sé colonia.



As bactérias utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
ATCC 6623 e Escherichia coli ATCC25922 e os antibacterianos penicilina, vancomicina e

tetraciclina, respectivamente.



5 —DISCUSSAO

Os extratos das cascas de C.floribundus foram submetidos a duas metodologias
diferentes de extracdo: extracdo por SOXHLET e por maceracdo. Segundo a medicina
popular, as cascas, em forma de infuso, tém propriedades cicatrizantes, logo, foram realizadas
extracdes a quente a fim de que fosse extraido o principio ativo responsavel pela cicatrizagao
das feridas. A extracdo a quente ¢ muito eficaz, porém o aquecimento pode gerar mudangas
nos metabolitos secundarios (artefatos) , sendo assim, foi realizada a extracdo por maceracao
de modo que a metodologia a quente fosse validada.

Pela revisao bibliografica foi visto que os alcaldides eram os marcadores taxonomicos do
genero Croton, com base nesta informacdo tragamos um perfil cromatografico em camada
delgada com o extrato bruto (CF-EBE) usando como revelador o reagente de Dragendorf o
perfil mostrou que muitos compostos deram teste positivo (apresentaram cor laranja quando
borrifado com este revelador). Uma extracdo 4cido-base do extrato bruto foi realizada,
resultando nos extratos acido e basico de alcaldides. O extrato bésico de alcaldides foi
submetido a uma CCDP na tentativa de separar o possivel alcaldide, mas o composto extraido
da placa preparativa por analise de RMN 'H e *C apresentou-se como mistura de diterpenos

do grupo caureno.



5.1 — Determinagéo Estrutural dos Compostos Isolados

5.1.1 - Composto CF;

(CFy)
O composto CF; foi isolado das fracdes CF-SH e CF-EBH, na forma de cristal, como

componente majoritario da planta, cerca de 2% do peso seco e rotagao Optica (ap =-151,0).

A analise do espectro de RMN 'H (Figura 2) apresentou sinais caracteristicos de
hidrogénios olefinicos em & = 4,74 e 4,80, respectivamente. Os grupos metilas apresentaram
um singleto em 1,24 ppm H-18 e outro em 0,95 ppm H-20.

No espectro de “C/DEPT (Figura 3) foi possivel visualizar 20 sinais que foram
identificados como sendo (3 x CH), (10 x CH,), (2 x CHj3) e cinco carbonos nado ligados a
hidrogénio (5 x C). Destes carbonos foram caracterizados pelo valor 6 = 185,4 (C) o
grupamento acido e 6 =156,0 e 103,3 (CH,) referente aos carbonos olefinicos.

A comparacio dos dados de °C com os da literatura®, permitiu a identificacio deste
composto como sendo o acido caurendico. A Tabela 28 apresenta uma comparagdo entre
alguns dados de RMN 'H de CF, com os dados da literatura®. A andlise do espectro de
HETCOR ("*C x 'H) (Figura 4), mostrou que os hidrogénios dos carbonos 1, 2, 3, 14 e 17 sdo
heterotdpicos e os demais hidrogénios dos carbonos metilénicos sao homotdpicos. O espectro
de COSY ('H x 'H) (Figura 5) mostrou vérias correlagdes, muitas destas em regides de sinais
sobrepostos, sendo possivel evidenciar algumas informacdes sobre as conectividades do
composto comprovando a estrutura proposta, tais como:H-1, x H-2,. H-5 x H-6. H-6 x H-7. H-
9x H-11.. H-12x H-13.H-13x H-14,e H-15x H-17,_ A correlacdo H-15 x H-17; ¢ confirmada
pelo espectro de NOESY (Figura 6) onde observou-se também a correlagdo do H-13 x H-17,,

Estas informagdes estdo reunidas na Tabela 29
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Figura 2: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do composto CF;

Tabela 28: Comparacdo dos dados de RMN de 'H (300,06MHz, ppm) de CF; com os

dados da literatura®

Acido caur-16-en-19-6ico. CFl*
0,97 (3H, s H-20) 0,95 (3H, s H-20)
1,25 (3H, s, H-18) 1,24 (3H, s, H-18)
2,65 (1H, m, H-13) 2,64 (1H, m, H-13)
4,77 (2H, s, H-17) 4,74 (1H, sl, H,-17)

4,80(1H, sl, Hy-17)

. solvente utilizado: CDCl;
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Tabela 29: Dados de *C (75,45 MHz) e valores de RMN 2D (300,06 MHz) em CDClI; do

composto CF; e comparacdo com dados da literatura (*C).

C §°C* & "C/(DEPT) HETCOR COSY (‘Hx 'H)
PCcx'H) 8 'H (23,33 e %))
1 41,5 (CHy) 40,6 (CH,) 1H,(m) 0,73-0,91 H-1p, H-2,
1Hy(m)1,84-1,93 H-1,
2 19,2 (CH,) 18,9 (CH,) 1H,y(m) 1,48-1,52
1Hy(m)1,78-1,93 H-1,
3 38,0 (CH,) 37,7 (CH,) 1H,(m) 0,97-1,04 H-3,
1Hy(d1) 2,16 J=14,4Hz H-3,
4 440 (C) 44,1 (C) o L
5 57,3 (CH) 57,0 (CH) 1H(m) 1,03-1,10 H-6
6 22,0 (CH,) 22,7 (CH,) 2H(m) 1,78-1,93 H-5 ¢ H-7
7 41,5 (CHp) 41,2 (CH,) 2H(m) 1,36-1,56 H-6
8 44,4 (C) 43,6 (C) o o
9 55,4 (CH) 55,0 (CH) 1H(m) 1,03-1,10 H-11
10 39,8 (C) 39,6 (C) o o
11 18,5 (CHy) 18,3 (CH,) 2H (m) 1,60 H-9
12 33,2 (CHp) 33,0 (CH,) 2H (m) 1,36-1,48 H-13
13 44,0 (CH) 43,7 (CH) 1H(m) 2,64 H-12 ¢ H-14,
14 39,8 (CH,) 39,6 (CHy)  1H,(ddl) 1,14 J=4.8 ¢ 11,4Hz H-13
1H, (dl) 1,99 J=11,4Hz
15 49,0 (CH,) 48,9 (CH>) 2H (d) 2,05 J=2,4Hz H-17,
16 156,0 (C) 156,0 (C) o o
17 103,3(CH,)  103,0 (CHy) H.(sl) 4,74 ¢
Hy (s1) 4,80 H-15
18 29,0 (CHs) 28,8 (CHs) 3H(s) 1,24 o
19 1854 (C) 184,3 (C) o o
20 15,7 (CHs) 15,4 (CHs) 3H(s) 0,95 o

3C? dados da literatura® para o acido caurendico em CDCls



5.1.2 — Composto CF;

O composto CF, foi isolado da fragdo CF-SH-3 por recristalizagdo de MeOH . O
espectro de hidrogénio (Figura 7) deste composto apresentou sinais semelhantes ao do CFj,
evidenciando a presenca de sinais de hidrogénios olefinicos em 4,74 (sl) e 4,79(sl)
caracteristicos da série dos caurenos e as metilas em 0,96 ppm e em 1,56 ppm que por
analogia com CF; sdo dos hidrogénios H-18 e H-20. Além destes sinais este composto
apresentou em o 3,44 (dd Jgem = 10,8 Hze J= 5,1 Hz) ¢ 6 3,75 (dd Jgem = 10,8 Hze J = 6,6
Hz). O espectro de C/DEPT (Figura 8) apresentou 20 sinais sendo 11 x CHy, 3 x CH, 2 x
(CH3) e 4 carbonos ndo ligados a hidrogénios (C). Os carbonos olefinicos foram
caracterizados pelos valores em 102,9 ppm (CH;) e 156,0 ppm (C) e o grupo alcool foi
confirmado pelo valor do carbono metilénico em 65,5 ppm. A comparagdao dos dados de
RMN "*C de CF, com os dados da literatura®® permitiu identificar esse composto como sendo
o candol B. A Tabela 30 apresenta a comparacio dos dados de RMN "°C de CF, com os da

literatura”®.
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Tabela 30: Comparagéo dos dados de RMN de ** C (75,45 MHz) em CDCl; de CF, com

os dados da literatura?®

Carbono Candol B CF,
1 40,5 39,1
2 18,3 18,1
3 35,6 35,5
4 38,7 38,5
5 56,8 56,7
6 20,5 20,3
7 41,6 41,5
8 442 44,0
9 52,2 56,1
10 39,2 40,4
11 18,2 18,0
12 33,2 33,0
13 44,0 43,8
14 39,7 39,6
15 49,1 48,9
16 155,8 156,0
17 103,0 102,9
18 27,1 26,9
19 65,4 65,5

\®)
)

18,5 17,9




5.1.3 — Composto CF3

(CFs3)

O composto CF3 foi isolado do extrato bruto hexanico (CF-EBH) apo6s sucessivas (CC) na
forma de um p6 amarelo.

A analise do espectro de hidrogénio Figura 9 apresentou sinais caracteristicos de olefinas
em 4,75 (sl) e 4,81 (sl) ppm e também dois hidrogénios com acoplamento geminal da funcao
alcool em 3,12 (d J=11,4 Hz) e 4,24 (d J = 11,4 Hz). Outros sinais observados neste espectro
foram o das 2 metilas em 1,03 ppm (H-18) e 1,42 ppm (H-20). O espectro de "*C Figura 10
apresentou 20 sinais sendo 10 CH,, 4 CH, 4 C, e duas metilas. O CH com deslocamento em
66,40 ppm foi atribuido ao carbono 6, pois esta ¢ a posi¢do mais blindada do anel, uma vez
que a hidroxila ligada em outras posi¢des leva a um deslocamento na faixa entre 72-80 ppm.
Pela analise do HETCOR ("°C x 'H) Figura 11, foi visto que o composto apresenta seis
hidrogénios heterotopicos (H-1, H-3, H-12, H-14, H-17 e H-19) e quatro homotodpicos (H-2,
H-7,H-11 e H-15). Pelo espectro de COSY Figuras 12, foram observadas as correlagdes
entre os hidrogénios H-6 x H-7; H-11 x H-12,, H-12, x H-13; H-13 x H-14,; H-15 x H-17,3
que dao informacgdes a respeito das conectividades do composto. Dentre estas correlacoes a
considerada mais relevante foi a dos hidrogenios H-6 com H-7 e H-5 que apresentou
constante de acoplamento J = 3Hz indicando que o hidrogenio do carbono 6 do anel esta em
equatorial.

Este composto foi identificado através destas analises e por comparacao com os dados do

composto CF, (candol B)*®. Estas informagdes estdo reunidas na Tabela 31
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Figura 9: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do composto CF3
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Figura 11: Espectro de HETCOR (**C x *H) em CDCl;do composto CF3
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Figura 12: Espectro de COSY (*H x *H) em CDCl;do composto CF3



Tabela 31: Dados de **C (75,45 MHz) e valores de RMN 2D (300,06 MHz) em CDCl; do

composto CF3 e comparacao com dados da literatura (**C?).

C 5 °C 8 °C (DEPT) HETCOR COSY ('Hx 'H)
candol B (*C x 'H) 8 "H (ppm) 23,%e%)
1 40,5 40,8(CHy,) 1H,(m) 1,22
1Hy(m) 1,45-1,53
2 18,3 18,6 (CH,) 2H(m) 0,79-0,88
3 35,6 43,2 (CHy) 1H,(m) 0,76
1Hy(dd J=12,3Hz) 1,84
4 38,7 443 (C) L L
5 56,8 56,6(CH) 1H(m) 1,11-1,15 H-6
6 20,5 66,4(CH) 1H(dt J=3Hz) 4,30-4,34 H-7, H-5
7 41,6 46,8 (CH,) 2H(m) 1,72 H-6
8 442 42,4(C) L L
9 52,2 57,4 (CH) 1H(s) 1,00
10 39,2 39,3 (C) o o
11 18,2 18,8 (CH,) 2H (m) 1,17 1H-12,
12 33,2 33,4 (CH,) 1H, (m) 1,45-1,53 H-11 ¢ H-13
1Hy(m) 1,64-1,68
13 44,0 44,7 (CH) 1H(m) 2,64 H-12, ¢ H-14,
14 39,7 41,1 (CH,)  1H,(ddl) 1,14 J=4.8 ¢ 11,4Hz  H-13 H-14,
1Hy (d1) 1,99 J=11,4Hz H-14,
15 49,1 49,9 (CH,) 2H (m) 2,09 H-17, ¢ H-17,
16 155,8 156,6 (C) o o
17 103,0 103,0 (CH,) H, (sl) 4,75 H-15
H, (sl) 4,81 H-15
18 27,1 28,1 (CHs) 3H(s) 1,03 -
19 65,4 68,3 (CH,) 1H,(d J=11,4 Hz) 3,12 o
1Hy(d J=11,4 Hz) 4,24
20 18,5 18,6 (CH3) 3H(s) 1,42 -

C* dados da literatura™ para o candol B



5.1.4- Composto CF,

19

CF4

A metilagdo, com diazometano, da fragdo 4acida de alcaldides e sucessivamente
cromatografadas resultou no isolamento do composto CF4na forma de éster.

O espectro de hidrogénio Figura 13 para este composto apresenta um singleto em 3,64
ppm referente ao sinal da metoxila e mais trés metilas em 0,83 ppm (H-20, singleto), 1,36 (H-
17, singleto) e 1,16 ppm (H-18, singleto). O espectro de *C/DEPT Figura 14 apresentou 21
sinais sendo 9 CH,, 3 CH, 5 C e 4 CHs. O sinal em 178,0ppm (C) foi caracterizado como
éster e o sinal em 79,3 ppm de carbono ligado a hidroxila. O espectro de HETCOR Figura 15
mostrou que 5 carbonos apresentam hidrogénios heterotopicos (H-1" H-2, H-3, H-7, H-14) e
os demais carbonos metilénicos apresentam hidrogénios homotopicos. O espectro de COSY
Figura 16 apresentou as seguintes correlagdes H-5 x H-6; H-9 x H-11; H-11 x H-12; H-13 x
H-14,.

De acordo com a literatura®’ o carbono 16 apresenta descolcamento quimico de em o,
=179,3 enquanto que o CF, apresenta deslocamento em 67,1 esta diferenca pode ser devido a
hidroxila do CFgestar em posicao B caracterizando uma serie f de compostos isolados.

Estas informac¢des comprovam algumas conectividades da estrutura proposta. Tais
informagoes estdo reunidas na Tabela 32. Este composto foi identificado através destas

r1° ~ . . . . 2
analises e por comparacdo com dados do composto acido 16 a hiroxido 19 kaurenoico®’.
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Figura 13: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI3) do composto CF,
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Tabela 32: Dados de *C (75,45 MH?z) e valores de RMN 2D (300,06 MHz) em CDClI; do

composto CF, e comparacdo com dados da literatura (**C?).

C 8 °C (DEPT) & "C? HETCOR COSY ("Hx 'H)
CF, (*C x 'H) § 'H (ppm) 23,%e%)

1 40,6 (CH,) 39,3 (CH,) 1H,(m) 0,72 - 0,79 H-1,
1Hy(m) 1,77 — 1,86 H-1, H-2

2 19,0 (CH,) 19,8 (CH,)  1Hy(ddJ=3.9 ¢ 13,2 Hz) 1,43 H-1
1Hy(m) 1,78 — 1,86

3 37,6 (CH,) 37,4 (CH)) 1H,(m) 1,49 — 1,59 H-3,
1Hy(m) 1,84 - 1,9 H-3,

4 43,8 (C) 46,7 (C)

5 56,9 (CH) 57,0 (CH) 1H (m) 0,93 — 1,00 H-6

6 22,1 (CH,) 19,2 (CHy) 1H (m) 1,69 — 1,74 H-5

7 42,0 (CHy) 374 (CHy) 1H, (m) 1,31 - 1,39 H-7,
1H, (m) 1,59 — 1,7 H-7,

8 45,3 (C) 43,5 (C) .

9 55,9 (CH) 55,0 (CH) 1H (m) 0,94 — 1,00 H-11

10 39,4 (C) 36,9 (C) o

11 18,2(CHy) 22,3 (CHp) 2H (m) 1,47 — 1,53 H-9, H-12

12 26,7(CH,) 23,3 (CH,) 2H (m) 1,39 — 1,47 H-11

13 48,8 (CH) 49,8 (CH) 1H (m) 1,76 — 1,85 H-14,

14 38,1 (CH,) 37,7 (CHy) 1H, (m) 0,85 — 0,94 H-14,

1Hy (m) 2,1 - 2,2 H-14,, H-13

15 57,7(CH,)  58.6 (CH,) 2H (s) 1,57 o

16 79,3 (C) 67,1 (C) . o

17 24,4 (CH;) 25,5 (CH,) 1,36 (s) o

18 28,7 (CHs;) 21,3 (CH3) 1,16 (s) o

19 178,1 (C) 181,79 (C) o o

20 15,3 (CH;) 20,8 (CH3) 0,83 (s) o

21 51,1 (CH3) 3,65 (s) -

“Dados da literatura’’ para o acido 16 o hiroxido 19 kaurenoico.



5.1.5-Composto CFs

CFs

O composto CFs5 foi isolado do extrato bruto etandlico, por sucessivas cromatografias
em coluna usando silica gel como suporte e em seguida uma recristalizacio de CHCIs/
MeOH.

O espectro de RMN 'H (Figura 17) apresentou dois sinais 4,04 (d J = 10,8 Hz) ¢ 4,13
(d J = 10,8 Hz) referentes aos hidrogénios do carbono 17. Os dois singletos com integragao
igual a 3 foram atribuidos as metilas em 1,33 ppm (H-18) e 1,18 ppm (H-20). O espectro de
BC/DEPT (Figura 18) apresentou 20 sinais sendo 11 (CHz), 3 (CH), 4(C), e 2 CHj. Destes
sinais pode-se caracterizar o (C) em 180,2 ppm referente a carbonila do acido e o sinal em
66,32 ppm (CH,) referente ao carbono 17. Por comparacio com os dados da literatura®® pode-
se concluir que este composto se trata do acido 168,17-diidroxi-19-caurandico. Pelo espectro
de HETCOR (Figura 19) foi possivel evidenciar sete carbonos metilénicos com hidrogénios
heterotopicos : H-1, H-2, H-6, H-7, H-12, H-14 ¢ H-17. Pelo COSY (Figura 20). As
correlagdes entre os hidrogénios H-2, x H-3, H-5 x H-6,; H-5 x H-6,, H-6, x H-7y; H-9 x H-
11; H-12, x H-13; H-13 x H-15 possibilitaram o estabelecimento de algumas conectividades
do composto. Com base nestas informagdes foi possivel atribuir todos os sinais de hidrogénio.

Tais informagdes estao reunidas na Tabela 33.
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Figura 17: Espectro de RMN *H (300 MHz, CsDsN) do composto CFs
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Figura 18: Espectro de *C/DEPT (75,5 MHz, CsDsN) do composto CFs
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Tabela 33: Dados de **C (75,45 MHz) e valores de RMN 2D (300,06 MHz) em CsDsN do

composto CFse comparacao com dados da literatura (**C?).

C § °C (DEPT) & "C* HETCOR COSY ("Hx 'H)
CFs (*C x 'H) & 'H (ppm) (23,%3e4)
1 40,8 (CH,) 41,1 1H,(ddd J=4,0Hz) 0,832 H-1,
1Hy(sl) 1,828 H-1,
2 19,5 (CH,) 19,8 1H,(m)1,48-1,55 H-2,
1Hy(m) 2,27-2,32 H-2,, H-3
3 37,6 (CHy) 38,7 1H,(m) 2,025 H-2,
4 43,7 (C) 43,9 o o
5 56,8 (CHy) 57,0 1H (m) 0,95 — 1,17 H-6,, H-6y
6 22,7 (CHb) 23,0 1H, (m) 1,89 — 2,1 H-7,, H-5
1Hy (m) 2,251 H-7,, H-5
7 42,5 (CH,) 42,8 1H, (m)1,41 — 1,58 H-6,
1H, (m) 1,751 H-6y
8 44,7 (C) 45,0 o -
9 56,1 (CH) 56,3 1H (m) 0,89 — 1,14 H-11
10 39,8 (C) 40,1 o o
11 18,7 (CH,) 19,0 2H (m) 1,61 — 1,70 H-9
12 26,5 (CH)) 26,8 1H, (m) 1,42 — 1,48
1H, (m) 1,86 — 1,98 H-13
13 45,7 (CH) 45,9 1H (m) 2,42 H-15,H-12,
14 38,5 (CHy) 37,8 1H, (m) 2,43 H-14,
1Hy (m) 1,01 — 1,16 H-14,
15 53,7 (CHy) 53,9 2H (m) 1,85-1,97 H-13
16 81,5 (C) 81,7 o o
17 66,3 (CHy) 66,5 1H, (d J=10,8Hz) 4,04 H-17,
1H, (d J=10,8Hz) 4,13 H-17,
18 29,1(CHs) 29,3 3H (s) 1,33 -
19 180,2 (C) 180,1 - o
20 15,7 (CHs) 16,0 3H (s) 1,18 o

C? dados da literatura®



5.1.6 — Composto CFg

OH

HO
HO _0

HO

(CFe)

O composto CFg foi isolado da fracdo diclorometanica (CF-SD) como um sélido
cristalino. Pelo espectro de RMN de 'H (Figura 21) pode-se constatar pelos sinais em & 3,80
a 5,40 ppm que o composto possui uma unidade glicosidica. O dubleto em 5,03 ppm (J = 7,5
Hz) ¢ referente ao proton anomérico. Na regido de campo alto, observam-se varias metilas.
Pelo espectro de *C/DEPT (Figura 22) verificam-se seis sinais, os quais estdo condizentes
com a unidade glicosidica. O sinal em 102,5 ¢ tipico de carbono anomérico. A comparagao
dos dados de deslocamentos quimicos de RMN de BC de CFg com os dados da literatura’
(Tabela 34) possibilitou a identificagdo deste composto como sendo 3, O-f- glicopiranosil

sitosterol.
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Figura 21: Espectro de RMN *H (300 MHz, CsDsN) do composto CFg



Figura 22: Espectro de *C/DEPT (75,5 MHz, CsDsN) do composto CFg



Tabela 34: Comparacdo dos dados de deslocamentos quimicos de RMN de *C (75,5

MHz em CsDsN) de CFgcom os dados da literatura®

Carbono CF¢ 3, O-B- glicopiranosil sitosterol
1 37,24 37,2
2 29,26 29,7
3 78,51 80,0
4 39,15 38,9
5 140,91 140,3
6 121,90 122,1
7 31,86 31,8
8 31,98 31,9
9 50,17 50,1
10 36,74 36,7
11 21,07 21,0
12 39,76 39,7
13 42,30 423
14 56,67 56,7
15 24,30 243
16 28,34 28,2
17 56,09 56,0
18 11,75 11,8
19 19,20 19,3

20 36,21 36,1
21 18,79 18,8
22 34,01 33,9
23 26,18 26,0
24 45,86 45,8
25 30,07 29,5
26 18,99 19,0
27 19,76 19,8
28 23,18 23,0
29 11,93 11,9
30 102,52 99,6
31 75,25 71,7
32 77,98 71,5
33 71,58 68,5
34 78,40 72,9
35 62,71 62,7




5.2 - Avaliacao da atividade antimicrobiana do extrato bruto e fragGes de C.floribundus

O extrato seco das cascas foi submetido a uma maceragdo em metanol e em seguida
liofilizado. O extrato liofilizado foi particionado em solventes resultando nas fragdes
hexanica, cloroférmica, acetato de etila, butandlica e aquoso. Os extratos da partigdo foram
testados frente aos microorganimos Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Escherichia

coli . Os resultados das analises estdo na Tabela 35

Tabela 35: Dados da atividade antibacteriana para o extrato bruto, fracdes e do acido

caurenoico de C..floribundus

Fragodes (pg/mL) S.aureus ATCC B.subitilis ATCC E.coli ATCC 25922
25923 (1,5x 10° 6623 (1,5x 10°  ATCC 25922 (1,5 x 10°
UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL)
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Extrato bruto das 62,5 125 31,2 62,5 >1000 >1000
cascas
Extrato hexanico 16,0 31,2 6,2 62 >1000 >1000
Extrato cloroférmico 125 250 125 250 >1000 >1000
Extrato acetato 500> 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Extrato butanoélico 500> 1000 >1000 > 1000 >1000 >1000
Extrato aquoso >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Acido caurendico >1000 >1000 6,2 62 >1000 >1000
(CF1)
Penicilina 0,00975
Vancomicina 0,09
Tetraciclina 0,078
CMI : concentragdo minima inibitdria CMB: concentragdo minima bactericida

O extrato bruto na concentracdo de 62,5 upg/mL inibiu o crescimento do
microorganismo S.aureus e apresentou uma CMB de 125 ug/mL podendo ser considerada
uma atividade moderada. Além do microorganismo S.aureus, o extrato bruto mostrou bom

resultado para B.subitilis apresentando uma CMI de 31,2 pg/mL ¢ CMB de 62,5 ng/mL. Das



fracdes testadas, a hexanica, que tem como composto majoritario o CF;, obteve melhor
resultado para os microorganismos S.aureus e B.subitilis. Para o B.subitilis o extrato hexanico
apresentou uma CMI e CMB de 6,2 pg/mL. Este mesmo extrato se mostrou ativo contra o
microorganismo S.aureus apresentando uma CMI de 16,0 ug/mL e uma CMB de 31,2
ug/mkL.

Através de um levantamento bibliografico foi constatado que o acido caurendico apresenta
atividade contra o S.aureus’ 0, atividades antinociceptiva31 atividades embriotoxica e
citotoxica® (inibiu o crescimento de células leucémicas e do colo do ttero) além de estimular
a contracdo uterina®. Em nossas analises ndo foi detectada atividade contra S.aureus e sim

uma significante atividade contra B.subitilis.



6— CONCLUSOES

Nenhum relato sobre o estudo quimico da espécie Croton floribundus é apresentado na
literatura apesar de ser muito utilizada na medicina popular. A literatura especializada
apresenta os alcaldides como marcadores taxondmicos e os diterpenos como os constituintes
principais do género Croton. Neste trabalho, foram isolados da Croton floribundus 5
diterpenos (CF; - acido caur-16-en-19-6ico; CF; - candol B; CF3 - 6-hidréxi caur-16-en-19-
ol; CF4 - 16-hidroxi-19-cauranoato de metila e CFs . acido 16a, 17-diidroxi -19-caurandico),
1 esterdide (CFg - sitosterol glicosilado) e ndo foi detectada a presenga de alcaldides. Estes
diterpenos estdo sendo relatados no género Croton pela primeira vez. O acido caurendico
(constituinte majoritario, cerca de 2% da planta seca) ¢ facilmente isolado do extrato bruto
hexanico através de simples recristalizacdo de metanol. Os demais diterpenos necessitaram de
cromatografia em silica gel impregnada com nitrato de prata e/ou tratamento com
diazometano para serem isolados.

A fracdo hexanica foi a que apresentou melhor atividade frente aos microorganismos
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. O acido caurendico na concentragéo (6,2 ug/ml)
inibiu e matou o microorganismo B.subtilis. Esta potente a¢do antimicrobiana do acido
caurenoico induz a uma conclusao de que a atividade da fracao hexanica esta relacionada com
a presenca do mesmo. Porém o &cido caurendico ndo deu atividade frente ao S. aureus como

citado na literatura.
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