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SEMI-PREPARATIVE SEPARATION OF o. AND 3-AMYRIN BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC. The
resin obtained from species of the genus Protium (Burseraceae) is formed mostly of pentacyclic triterpenes: oi-amyrin
and B-amyrin. The separation and purification of these triterpenes were optimized in three steps.
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INTRODUCAO

Os triterpenos apresentam ampla diversidade estrutural, podendo
ser tetraciclicos, pentaciclicos e aciclicos.! A maioria dos triterpenos
pentaciclicos pertence as subclasses ursano, oleanano e lupano.' Estao
presentes como constituintes majoritarios de resinas produzidas por
um grande nimero de espécies vegetais, entre as quais destacam-se as
espécies do género Protium (Burseraceae). Este género ¢ amplamente
distribuido na América do Sul, em especial na Amazdnia.

As resinas produzidas por espécies do género Protium possuem
aplicacdo industrial, com uso em perfumaria, na confec¢@o de ver-
nizes e para a calafetacio de embarcacdes. Na medicina popular sdo
utilizadas como repelentes de insetos, expectorantes e no tratamento
de diversas enfermidades. H4 na literatura varios trabalhos que descre-
vem a atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva, imunoestimulante
e antineopldsica dessas resinas.”*

Os constituintes majoritdrios das resinas de Protium sao os triter-
penos pentaciclicos o e 3-amirina. Tanto as misturas de acetato como
o cinamato de o e B-amirina apresentam significativa atividade anti-
inflamatéria e, ainda, ac@o antiartrite e analgésica, respectivamente.>*
Todavia, estas atividades foram resultados de ensaios bioldgicos feitos
com estes triterpenos em mistura. Assim, o potencial biolgico ndo foi
estabelecido para estes derivados da o e B-amirina individualmente.

Neste trabalho descreve-se o uso da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) no modo preparativo para a purificagdo dos isdbme-
ros triterpenos o-amirina e 3-amirina. A separagio da o e B-amirina
em mistura € praticamente impossivel de ser alcangada utilizando-se
técnicas cromatograficas de baixa eficiéncia.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e instrumentos

Foram utilizados reagentes com grau de pureza CLAE e dgua
ultrapura (MilliQ). Acetonitrila (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil) foi
usada como modificador de polaridade da fase mével. Para croma-
tografia classica em coluna usou-se os solventes organicos de grau
P.A. (Tedia) e gel de silica 0,063 a 0,200 mm, 70-230 mesh ASTM
(E. Merck, Darmstadt).

*e-mail: hamerski_1 @hotmail.com

A anilise por CLAE foi efetuada utilizando-se o cromatégrafo
da Agilent, modelo HP série 1100 equipado com detector UV. As
colunas usadas foram: Agilent Zorbax 300SB-C18 4,6 x 150 mm, 5
um e Agilent Zorbax 300SB-C18 9,4 x 250 mm, 5 pm. A fase mdvel
consistiu de acetonitrila e dgua (acidificada com 0,05% de é4cido
acético) na proporg¢do 88:12 v/v e vazdo de 0,7 e 3,0 mL min' para
cromatografia no modo analitico e semipreparativo, respectivamente.
O comprimento de onda de deteccdo foi de 200 nm. As amostras
foram filtradas em membrana de celulose regenerada (Agilent):
polipropileno, 0,45 um e diametro 13 mm.

A andlise por cromatografia em fase gasosa de alta resolucio
acoplada a espectrometria de massas (CGAR- EM) foi realizada em
um aparelho da marca Agilent, modelo 6890 acoplado a um detector
de espectrometria de massas, marca Agilent modelo 5973, no modo
ionizacdo por elétrons a 70 eV e analisador do tipo quadrupolo, e a var-
redura foi efetuada na faixa de massa de 40 a 600 u.m.a. Foi utilizada
uma coluna DB-5 J&W Scientific, UK (5% fenilmetilpolissiloxano,
30 m x 0,25 mm x 0,10 um), no modo com divisdo de fluxo (splif)
10:1, com linha de transferéncia a 290 °C, gas de arraste hélio com
vazdo de 1 mL min™. A temperatura inicial do forno cromatografico
foi de 100 °C por 5 min, com taxa de aquecimento de 15 °C/min até
290 °C e posteriormente de 2 °C/min até 300 °C, permanecendo nesta
condicdo por 15 min. Os fragmentos foram descritos como razao de
massa atdmica por carga (m/z).

Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN de 'H e
13C) foram obtidos a 500 e 125 MHz, respectivamente, em espec-
trdmetro Bruker (Madison, USA), apds dissolucio das amostras em
cloroférmio deuterado (CDCI,).

Obtencdo da mistura de o e B-amirina

A resina de Protium (7,0 g), adquirida no mercado municipal de
Manaus — AM, foi submetida a extracdo em Sohxlet com diclorome-
tano durante 15 h. O extrato em diclorometano (6,0 g) foi fracionado
em coluna de gel de silica 60, usando-se gradiente de polaridade
crescente: hexano (500 mL, fragdo 1), Hex/AcOEt 98:02 v/v (500
mL, fracdo 2), Hex/AcOEt 95:05 v/v (250 mL cada frag@o, fracdes
3-6), Hex/AcOEt 93:07 v/v (250 mL cada fragdo, fragdes 7-10),
Hex/AcOEt 85:15 v/v (250 mL cada fragdo, fragdes 11-14), Hex/
AcOEt 60:40 v/v (250 mL cada fracdo, fracdes 15-17), AcOEt (500
mL, fracdo 18). As fragdes foram analisadas por cromatografia em
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Figura 1. Cromatograma da mistura de triterpenos o. e B-amirina obtida da resina de Protium (condi¢do de andlise ver parte experimental)

camada delgada (CCD) e comparadas com uma amostra certificada
de uma mistura de o e B-amirina (mistura identificada por RMN de
'H e 1*C). Os triterpenos o e B-amirina foram encontrados nas fracoes
3 a6 (4,0 g) e confirmados, ainda, por CG-EM.

Isolamento e purificaciio da o e - amirina por CLAE

A mistura de ot e B-amirina (80,0 mg) foi solubilizada em acetonitrila
e isopropanol (4:1 v/v) com auxilio de ultrassom. A solucdo foi filtrada
em membrana de celulose e submetida a CLAE preparativo em C-18.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fragdo com a mistura da o-amirina e B-amirina, obtida através
do fracionamento cromatografico da resina de espécies de Protium, foi
analisada por CCD e por CG. Apesar destes métodos cromatograficos
indicarem estes triterpenos como majoritdrios, a andlise desta mistura
por CLAE revelou nesta fragdo a presenga de outras substincias além
dos dois triterpenos majoritdrios. As substancias correspondentes aos
picos de menores intensidades no cromatograma (Figura 1) foram
coletadas, mas como o objetivo do trabalho € a separagio da o-amirina
e da B-amirina, estes componentes ndo foram analisados.

O cromatograma obtido através do procedimento preparativo
(Figura 1) mostrou a o-amirina eluindo com t, de 50,2 min e a f3-
amirina com t, de 45,6 min, numa propor¢do de aproximadamente 2
para 1, respectivamente. Foram obtidos 22 mg (27%) de o.-amirina e
12 mg (15%) de B-amirina, a partir de 80 mg da fragéo proveniente
do fracionamento em coluna de silica da resina de Protium, confir-
mando a proporcio das duas substincias na mistura, como indicado
na andlise cromatogréfica.

A identificagdo e andlise de pureza dos triterpenos o e
B-amirina foi realizada por CGAR-EM e por RMN. O cromato-
grama da B-amirina apresentou um tnico pico no modo TIC com
tempo de retencdo de 27,4 min (Figura 2A), e para a o-amirina o
tempo de retencdo de 28,3 min (Figura 2B). Os tempos de reten-
¢do foram semelhantes aos observados quando estes triterpenos
foram analisados em mistura. Os espectros de massas de ambos
os triterpenos apresentaram os fons moleculares [M]* 426 e pico
base de m/z 218 (Figura 2).

Os deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono da o-amirina
e da B-amirina, estdo de acordo com os descritos na literatura.” Nos
espectros de RMN de '*C nédo foram observados sinais que caracte-
rizassem a presenga de contaminantes, comprovando a pureza dos
triterpenos e, portanto, a eficiéncia da metodologia empregada.

A condicdo estabelecida para a purificagdo dos triterpenos
o-amirina e B-amirina ainda pode ser otimizada para diminuir o
tempo da corrida, que foi em torno de 50 min. Mas, vale ressaltar
que esses triterpenos foram obtidos em poucas etapas, com alto grau
de pureza, a partir de resinas comerciais de Protium. Na literatura
ha relatos da utilizagdo da CLAE para a anélise dos triterpenos o
e B-amirina utilizando apenas o modo analitico, sem o propésito
de isolamento.¢

CONCLUSAO

Os triterpenos o-amirina e B-amirina foram obtidos com alto
grau de pureza através de metodologia rapida, reprodutivel e em
bom rendimento, demonstrando-se mais uma vez a importancia
da CLAE na separagdo de misturas de substancias estruturalmente
semelhantes.
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Figura 2. Cromatograma e espectro de massas do triterpeno B-amirina (A) e o- amirina (B) obtido por CG-EM (condi¢do de andlise ver parte experimental)

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http:/quimicanova.sbq.org.br, na forma de

arquivo .PDF com acesso livre.
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Tabela 1S. Dados de RMN de 'H e *C dos triterpenos o.- amirina e 3- amirina (CDCI,, 500MHz) 'E
Posi¢iio a-amirina p-amirina 8
5 'H §°C 5 'H §°C S
1 38,7 38,7 E
2 28,7 272
3 3,16 (dd, J=5,1;11,2) 79,6 3,15 (dd, J=4,4; 10,8) 79,3
4 38,7 38,5
5 0,67 (d. J=11,6) 55,1 0,68 (d, J=11,0) 55,1
6 18,4 18,6
7 32,2 32,4
8 - 40,0 39.8
9 47,7 47,6
10 - 36,9 36,9
11 233 23,6
12 5,06 (t,.J=32) 124.4 5,12(t, J=3,2) 121,7
13 - 139,5 1452
14 - 42,0 41,7
15 1,94 (td, /=4.5; 13,5 Hp) 272 1,89 (td, /= 4,0; 14,0 Hp) 26,2
16 1,76 (td, /= 5,0; 13,5 Hp) 26,6 1,70 (td, J = 4.3; 13,5 Hp) 20,1
17 - 33,7 32,6
18 59,0 47,2
19 39,6 1,93 (dd, J=4,0; 13,7 Hp) 46,8
20 39,6 3L0
21 31,2 34,7
22 1,85 (dt, /= 3,0; 7,0) 41,5 1,80 m 37,1
23 0,93 s 28.1 0,77 s 28,0
24 0,74 s 15,6 0,90 s 15,4
25 0,73 s 15,6 0,73 s 15,4
26 0,895 16,8 0,93 s 16,8
27 1,01s 23,2 1,195 25,9
28 0,945 28,1 1,07 s 28,4
29 0,85 (d, /=06.0) 17.4 0,87 s 33,8
30 0,73 (d, /= T7.0) 214 0,80 s 237

*e-mail: hamerski_1 @hotmail.com
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Figura 2S. Expansaes do espectro de RMN de 'H do triterpeno o-amirina (CDCL,, 500 MHz)
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Figura 7S. Cromatograma gasoso e espectro de massas da fragdo rica nos triterpenos o-amirina e -amirina (condi¢do de andlise ver parte experimental)



