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RESUMO - A alfa e beta-amirina sdo triterpendides encontrados em diversas
espécies de plantas, dentre elas, as do género Protium. Esses compostos
apresentam promissora aplicacdo na industria farmacéutica. No entanto, ha
dificuldade de se encontrar um método para realizar a sua purificacdo e aplica-la
em grande escala. Portanto, nesse trabalho, foi avaliado um método de
cristalizacdo empregando etanol como solvente e 4gua como agente de nucleag&o,
a fim purificar amostras impuras de amirina e quantificar quantas etapas nesse
processo serdo necessarias para se obter uma alta pureza. Pela analise em
cromatografia de camada delgada (CCD), observou-se que o método foi capaz de
remover as impurezas a partir do primeiro processo.

1. INTRODUCAO

As espécies do género Protium (Burseraceae) encontram-se consideravelmente
difundidas por varias partes do Brasil, como na regido Amazobnica, Piaui, Bahia, Minas
Gerais, € em paises como Suriname, Colémbia, Venezuela e Paraguai. Dentre as espécies,
tem-se a Protium heptaphyllum, conhecida também como breu-branco, da qual se extrai uma
Oleo-resina utilizada na medicina popular como cicatrizante, anti-inflamatorio, analgésico,
expectorante e antiulceroso (Rosilene, 2017; Melo, Caroline Mourdo, 2009), E também
utilizada na industria de vernizes e tintas, em embarcacdes (calafetacdo) e em rituais
religiosos como incensos (Corréa, 1984; Aragéo et al., 2007).

Entre os constituintes desse Oleo-resina, esta registrado a presenca de um monoterpeno
trioxigenado e quatro misturas binarias de triterpenoides (Bandeira et al., 2002) das quais se
destaca a mistura isomérica a e B-amirina. Estas, por sua vez so triterpenos pentaciclicos da
classe ursano (alfa-amirina) e oleano (beta-amirina) com extensos estudos abordando sobre a
sua acdo como agentes antimicrobianos e antifingicos em plantas, atividades anti-
inflamatdrias, anti-nociceptivas, antiartritico, ansiolitica, antidepressiva e gastroprotetoras
comprovadas, inibidor da serina, por inibir a transcriptase-1 do HIV protease e a lipoxigenase
(Johann et al., 2007; Krogh et al., 1999; Ramesh et al., 2001; Rajic et al., 2000; Kwefio-Okai
and Macrides, 1992; Soldi et al., 2008; Okoye et al., 2009; Vitor et al., 2008; Oliveira et. Al.,
2005).
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Alguns estudos estdo sendo desenvolvidos para a viabilizacdo da producdo de
medicamentos a partir da amirina. Mais recentemente, Florentino (2018) realizou um estudo
sobre sistemas nanoparticulados carreadores utilizando amirina, para facilitar a chegada do
seu principio ativo no organismo.

Apesar das perspectivas de formulagdo farmacologica, ainda ha dificuldade de se
encontrar um método de purificacdo que viabilize a sua producdo em grande escala (Rudiger,
2008). Alguns métodos para sintese podem surgir como alternativa, como o estudado por Yu
Y et al. (2018), no qual, em resumo, foi feita a estimulacdo em uma bactéria de modo que ela
produzisse amirina. Considerando que o controle de sistemas bioldgicos em escala industrial
requer mais gastos, a purificacdo de plantas para a obtencdo de amirina pode se tornar uma
alternativa mais viavel economicamente.

A cristalizacdo é uma operacdo unitaria chave amplamente utilizada em diversos tipos
de industria, principalmente a farmacéutica, e mostra-se aqui como uma alternativa para a
purificacdo da amirina. O principio da cristalizacdo baseia-se na limitada solubilidade de um
composto em um solvente em certas condigdes fisico-quimicas. Qualquer mudan¢a em uma
dessas condicdes, levard o composto a um estado em que a sua solubilidade sera menor
(supersaturacdo), o que acarretard na formacao de um sélido cristalino. Este sélido, chamado
de nucleo, guiara as demais moléculas do composto a se ligarem, formando assim uma rede
cristalina altamente pura. As impurezas, por sua vez, ficardo diluidas no solvente, sendo assim
necessario aplicar um outro processo para separad-las do composto cristalizado, que no caso
serd a filtragdo (Zhu, 2004).

Uma das formas de se atingir essa supersaturacdo € a alteracdo da concentracdo da
solucdo através do gotejamento de um solvente, que promovera a formacao dos ndcleos. Uma
das dificuldades verificadas na literatura sobre a cristalizacdo é o controle do polimorfismo
dos nucleos cristalinos, uma vez que o mecanismo de como os cristais é formado ainda é
desconhecido (Shekunov, 2000).

2. MATERIAIS E METODOS

A resina de Protium foi macerada, peneirada e armazenada. Em seguida, foi feito o seu
fracionamento em coluna de gel de silica, usando-se uma propor¢do de hexano/acetato,
variando-se crescentemente o gradiente de polaridade. O mesmo foi feito com uma mistura
impura de amirina. Apds o término do fracionamento de cada coluna, foi preparada a CCD
das amostras, para verificar quais possuiam altas concentragdes de alfa e beta amirina. Dessas
fragOes analisadas, observou-se que as das proporcgdes: Hex/Acet 92:8 % v/v, Hex/Acet 93:7
% e Hex/Acet 88:12 % v/v, apresentavam essa alta concentragéo, por isso, foram escolhidas
para passar pelo processo de purificagéo.

No processo de purificacdo, foi feita a diluicdo a quente de cada fracdo usando-se etanol
96% v/v, em um aquecedor. Apds se atingir homogeneizacdo da solugdo, gotejou-se agua
destilada até se observar o primeiro nucleo de insaturacdo. Atingido o primeiro ndcleo,
retirou-se a solucdo do aquecedor, vedando-a e colocando-a para arrefecer em temperatura
ambiente.
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Em seguida, as solugdes cristalizadas foram submetidas as filtragdes com papel filtro de
celulose. Ao fim da filtracdo, foi feita a coleta da massa da amostra presente no filtro e a sua
anélise em CCD, para acompanhar qualitativamente a retirada de impurezas apds cada
processo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras trabalhadas, tentou-se aplicar o maximo de etapas de purificagdo
possiveis. Entretanto, na maioria dos casos, algumas acabavam néo se solubilizando no alcool
etilico, durante a etapa de cristalizacdo. Algumas das hipoteses levantadas para explicar tal
fendmeno foram: o grau de pureza das amostras, visto que, como a amirina interage muito
fracamente com o etanol, uma maior pureza implicaria em uma maior dificuldade para a
mesma se solubilizar; Impureza do papel filtro de celulose advindas da etapa de filtracao,
dado que, para evitar o minimo possivel de resquicios das amostras no papel filtro, muitas
vezes se fazia uma raspagem intensa, 0 que poderia trazer particulas do mesmo as quais
dificultariam a solubilizacdo das amostras nas cristalizagdes subsequentes. Outra provavel
hipdtese foi a auséncia de controle da evaporacgédo do etanol da solucdo durante o aquecimento
da mesma, que dependia da chapa que realizava esse aquecimento e do recipiente que
comportava essa solucao.

Com os dados coletados das purificagdes realizadas em diferentes amostras, foi possivel
comparar 0 comportamento das mesmas, para assim poder definir os pardmetros de sua
purificagdo. Analisou-se o caso da fragdo 93:7 % hexano/acetato, na qual foi feita em
triplicata. A massa inicial de cada amostra utilizada foi de 1 g, cujos os dados encontram-se
na tabela 1.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo dos dados coletados do processo aplicado em triplicata.

Inicio 12 processo 28 processo

Massa ao fim dos 1
processos (g) 0,58 + 0,05 0,35+ 0,04

Agua destilada *
(mL) 2,17+0,24 0,86 +0,21

- 5 <
Rendimento (%) 58,00 + 0,05 59,94 + 0,08

Observou-se que a quantidade de agua destilada usada para a nucleacdo da solucgéo
diminuiu apds o segundo processo. Isso deve a sua provavel relagdo proporcional entre a
massa e sua relacdo inversamente proporcional com a pureza.

Além disso, o rendimento final apds todos os processos foi de aproximadamente 35%.
Esse valor pode ser explicado pois uma parte da amostra acabava passando pelo filtro de
celulose na etapa de filtracdo, e portanto, sendo coletada juntamente com o etanol e as
impurezas.
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Figura 1 — Placa cromatogréafica (CCD) das amostras de amirina.
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O primeiro spot da esquerda representa a amostra antes do processo de purificagdo. Os
demais, do meio e da direita sdo, respectivamente, apos o 1% e 0 2° processo. A CCD fornece
uma maneira simples e réapida de se analisar os perfis de extrato de plantas e identificar,
qualitativamente, 0s compostos.

A banda de amirina identificada apresenta cor violeta (Hernandez-Vazquez et al.,
2010). Observou-se que a amostra ja apresentava uma pureza consideravel antes mesmo do
inicio do processo. No primeiro spot, as impurezas, com polaridade maior que a amirina,
encontram-se circuladas. ApGs o primeiro processo, notou-se o desaparecimento das mesmas.
A variacdo na intensidade das cores de violeta ao longo dos spots se deve as diferentes
concentracdes coletadas de cada amostra durante o preparo da placa.

Ha& referéncias do uso da técnica de cristalizacdo para a purificagdo de triterpenos
pentaciclicos. Dentre elas, destaca-se o trabalho feito por Ludefia (2017), no qual foram
testados trés diferentes meétodos de cristalizagdo em extratos da planta flor de arena
(clinopodium revolutum) para a obtencdo do &cido ursélico, que é um triterpeno muito
semelhante aos isdmeros a-B-amirina.
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4. Conclusao

O método mostrou-se muito eficiente na limpeza das impurezas mostradas pela
cromatografia de camada delgada. E a sua facil execucdo pode-se tornar viavel em condicdes
industriais de grande escala. Entretanto, € necessario ter um alto controle do sistema para que
a solubilizacdo e posteriormente a cristalizacéo, se fagam de forma homogénea.

Espera-se que as futuras andlises em cromatografos fornegam os dados necessarios
para a quantificacdo de amirina nas amostras, para assim determinar, quantitativamente, a
eficiéncia do método.
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