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RESUMO
“METODO PARA A OBTENCAO DE UM EXTRATO RI CO EM ACI DCS
TRITERPENICOS A PARTIR DA CASCA DE EUCALIPTO”

A presente invencdo refere-se a um netodo para obter
extratos com el evados teores de acidos triterpénicos (até
98 % , mai oritarianmente consti tui dos pel os aci dos
ol eandlico e ursolico, a partir da casca de eucalipto. Este
nmet odo envolve a extracdo solido-liquido da casca com
sol ventes orgéanicos, preferencialnmente com hexano, e o
fraci onanento do extrato bruto através de um tratanento
sinples com uma solucdo alcalina, seguida da separacdo da
fase aquosa, a sua filtracdo, acidificacdo e finalnente
i solanmento da fraccdo enriquecida em acidos triterpénicos
através de filtracdo, centrifugacdo ou extracdo com um
sol vent e organi co, preferencial nente com hexano, segui da de

renocdo do sol vente.

A presente invencdo tem aplicacdes nas inddstrias
farmacéuti ca, nutracéuti ca, cosnetica e de alinentos

f unci onai s.



DESCRI CAO
“METODO PARA A OBTENCAO DE UM EXTRATO RI CO EM ACI DCS
TRITERPENICOS A PARTIR DA CASCA DE EUCALIPTO”

Doni ni o da i nvencéao

A presente invencdo refere-se a um netodo para obter
extratos com el evados teores de acidos triterpénicos (até
98 9, mai oritari anente consti tui dos pel os aci dos
ol eand6lico e ursolico, a partir da casca de eucalipto. Este
met odo envolve a extracdo solido-liquido da casca com
sol ventes orgéanicos, preferencialnmente com hexano, e o
fraci onanento do extrato bruto através de um tratanento
si npl es com uma sol ucédo al calina, seguida pela separacdo da
fase aquosa, a sua filtracdo, acidificacdao e finalnente
i solanento da fracdo enriquecida em acidos triterpénicos
através de filtracdo, centrifugacdo ou extracdo com um
sol vente organico, e preferencial nente com hexano, seguida

de renocdo do sol vente.

Ant ecedentes da i nvencgéo

OCs é&cidos triterpénicos pentaciclicos com estruturas do
ti po lupano, ursano e ol eanano, cono os &ci dos betulinico,
ursoélico, 3-acetil-ursdlico, oleanélico e 3-acetil-
ol eandl i co, apresentam uma vasta gama de efeitos biol 6gi cos
e actividades farmacol 6gicas UGnicas e potencial mente
suscetiveis de exploracdo conercial (Yogeeswari e Sriram
2005) .

O acido betulinico € conhecido por apresentar propriedades
anti-VIH anti-bacteriana, anti-malaria, anti-inflamatoria
e antioxidante (Tolstikova et al., 2006, Yogeeswari e
Sriram 2005).



Cs acidos oleandlico e ursélico sdo tanbém conheci dos por
apresentarem atividade antimcrobiana (Horiuchi et al.

2007, Kuete et al., 2007, Sattar et al., 1995) anti-tunora

(Li et al ., 2002), assim com propriedades anti-
inflamatorias (Singh et al., 1992). Adicional mente, o &cido
ol eandlico revelou atividades antialérgicas e anti-VIH
(Sultana e Ata, 2008) e o acido ursélico € um conposto
supressivo Util para o tratanento da artrite reunat i de com

bai xo risco de probl emas gastricos (Kang et al., 2008).

O interesse em conpostos bioactivos naturais para
apl i cacdes farmacéuticas, nutracéuticas, cosnéticas e em
al i mentos funcionais pronoveu o desenvolvinento de varios
nmet odos para a obtencdo de extratos vegetais enriqueci dos
nos acidos triterpénicos acinma referidos. D versas partes
nor f ol 6gi cas de plantas tém sido descritas conp potenciais
fontes destes conpostos naturais tais cono, por exenplo,

fol has e casca de abeto (RU 2108803), fol has de diospireiro
(CN 101538309), cascas de ma¢ca (EP 1250852, EP 1161879),
fol has de oliveira (WRX005075614), fol has de nespereira (US
2009275778), e casca de bétula (WO 2005047304). As
nmet odol ogias referidas para a obtencdo de extratos
enriquecidos em acidos triterpénicos envolvem a extracao
dos substratos vegetais com sistenmas de sol ventes organi cos
(ex. etanol, acetado de etilo, éter de petrdleo, acetona,

hexano, clorofdérm o, éter netilbutilico, benzeno, xilenos,
entre outros), seqguida por procedinmentos conplexos de
fraci onanento baseados em extracOes |iquido-liquido em
série (US 6740778), cromatografia em coluna (WO 03011891

CN 101538309, OCN 101759756, US 2009275778), extracéo
supercritica em contracorrente (WO 2005075614) ,

cristalizacdo e recristalizacdao (W 2006088385, RO 122244,

WO 2005047304, CN 101759756, EP 1161879), ou tratamento do



extrato organico com solucbdes alcalinas (RU 2151139, RU
2108803, RU 2108107). O wuso de solventes organicos
ext remanent e peri gosos, noneadanente clorof érm o, benzeno e
Xi |l enos, e procedi nrentos de fracionamento nuito conpl exos,
guando se pretendem el evadas purezas, encontramse entre as

princi pais desvantagens de al gumas destas tecnol ogi as.

A casca externa de diversas espécies de eucalipto contém
el evados teores de vari os aci dos triterpénicos,
noneadanente os acidos betul 6nico, betulinico, 3-acetil-
betul i nico, ursolico, 3-acetil-ursodlico, oleandlico e 3-
acetil-oleandlico, e podem ser exploradas para a obtencéo
destes conpostos bioativos (Domingues et al., 2010,
Domi ngues et al., 2011, Freire at al., 2002).

A novi dade da presente invencdo assenta no uso dos residuos
de <casca de eucalipto (e particularnmente Eucal yptus
gl obul us) para a obtencdo de extratos com el evados teores
(até 98% de acidos triterpénicos através da extracéao
solido-1iquido com um sol vente organico, preferencial nente
n- hexano, seguida pelo fracionanmento através do tratanento
sequenci al com sol u¢cdes al cal i nas/ &ci das. O mét odo proposto
tem a vantagem de ser altanente eficiente e de faci

i mpl ement acdo i ndustrial conparati vanente com al gunmas
t ecnol ogi as di sponi vei s.

Suméri o da i nvencéo
O obj ecto da presente invencdo € um netodo para obtencdo de
extratos ricos em acidos triterpénicos que conpreende as
segui ntes etapas:

i) secagem e nbagem da casca de eucal i pto;

i) extracdo da casca com um sol vente organi co;



iii) fracionanento do extrato bruto por tratanento com
uma sol ucdo aquosa al cal i na;

I V) separacao da fase aquosa;

V) clarificacédo por filtracao;

Vi) aci di fi cacdo com um aci do i norgani co ou organi co;

vii) isolamento da fracdo precipitada de acidos
triterpénicos.

Numa das realizacdes preferenciais o nmetodo conpreende

ai nda una etapa de cristalizacéao.

Numa outra realizacdo preferencial, a casca de eucalipto é
obtida a partir de espécies de Eucal yptus, noneadanente E.
gl obulus, E. wurograndis, E. grandis x globulus, E
mai denii, E. grandis e E. nitens, e a hum dade residual e
granul onetria das anobstras de casca encontram se abai xo de

15% e 60 nesh, respetivanente.

Numa outra realizacdo preferencial, o solvente orgéanico
usado é o dicloronmetano, n-heptano, n-hexano ou outro
sol vente apolar e a solugdo aquosa conpreende no nini Mo um
dos seguintes conponentes: hidroéxidos netalicos (KOH ou
NaCH) ou carbonatos netéalicos (Na,CO; ou K,CO;), assim conp
os correspondentes hidrogenocarbonatos ou fosfatos (NasPQ,
ou KsPQy), e tanmbém os correspondentes hidrogenofosfatos e
di - hi dr ogenof osf at os, ou hi dro6xi do de andnio (NH,OH), sendo
que o pH da solucédo al calina encontra-se entre 8 e 14.

Numa outra realizacdo preferencial, a separacdo é efetuada
por decantacdo ou centrifugacéo.

Numa outra realizacdo preferencial, a acidificacdo da fase

aquosa € feita com solucbes de &cidos inorganicos, tais



conb os acidos sulfurico, cloridrico e nitrico, e acidos
organi cos, tais conb os aci dos acético e propi 6nico, e o pH
da sol ucdo &cida encontra-se entre 1 e 5.

Qutro objeto da presente invengcao sao extratos obtidos
através do método descrito acinma, em que o teor em aci dos
triterpéni cos estd conpreendi do na gama de 93-98%

Qutro objeto da presente invencdo é a utilizacdo dos
extratos descritos acim, em que sao utilizados na
i ndustria de produtos farmacéuticos, de nutracéuticos, de

cosnéticos e de alinentos funcionais.

Descri cdo das figuras
Figura 1 - Etapas do método para a obtencdo de extratos
enri queci dos em &acidos triterpénicos, a partir das cascas

de espéci es de Eucal yptus.

Figura 2 - Cromatograma de GC-MS do extrato enriqueci do em
acidos triterpénicos obtido usando a presente netodol ogi a.

(I'S: padréao interno).

Descri cdo detal hada da i nvencéo

A presente invencdo refere-se a um neétodo para obtencdo de
extratos enriqueci dos em acidos triterpénicos a partir da
casca de espéci es de Eucal yptus, delineado na Fig. 1.

O mét odo conpreende quatro etapas principais:
(1) secagem e npagem da casca,
(2) extracdo solido-liquido dos residuos de casca com
um solvente orgéanico, preferencialnmente com n-

hexano;



(3) fracionanmento deste extrato bruto por tratanento
com uma solugcdo aquosa alcalina, seguida pela
separacdo da fase aquosa, a sua filtracdo e
acidificacédo e, finalnente,

(4) isolamento da fraccdo sélida enriquecida em &acidos
triterpénicos através de filtracdo, centrifugacao
ou extracdo com solventes organicos apolares,
preferenci al nente hexano, seguida de renpcdo do

sol vent e.

Por fim este processo pode ainda conpreender uma etapa de

cristalizacao.

O resultado deste processo € um pd esbranqui cado com um

teor em acidos triterpéni cos de cerca de 93-98%

A casca usada conp natéria-prina pode ser obtida a partir
de diferentes espécies de Eucalyptus, nonmeadanente, E.
gl obulus, E. urograndis, E. grandis x globulus, E
mai denii, E. grandis e E. nitens, entre outros. Pode ser
usada bi omassa fresca ou caduca, mas deve ser
preferencial mente seca e npbida antes da extracdo com
sol vent e. As etapas de secagem e npagem incluem
nmet odol ogi as conhecidas tais conmo liofilizacdo, secagem ao
ar, secagem com ar quente, e quaisquer npagens necanicas
tais cono, por exenplo, noagens com |amnas, facas ou
mar t el os, respetivanente. A hum dade resi dual e
granulonetria das anbstras de casca utilizadas neste
processo encontramse abaixo de 15% e 60 nesh,

respeti vanente.



O solvente usado para a extracao inclui solventes apol ares,
preferenci al nrente n-hexano. Esta operacdo pode ser
executada por procedinentos convencionais tais cono
macer acdo, extracdo sob refluxo, Soxtec, Soxhlet, extracéo
acel erada por solvente, ou qualquer outra técnica de
extracdo solido-Iiquido.

O extrato bruto orgéanico é seguidanente tratado com uma
solucdo aquosa alcalina, até pH entre 8 e 14,
preferenci al mrente de NaCOH ou KOH, ou carbonatos (Na,CO; ou
KoCO;) assim conb os correspondentes hidrogenof osfatos, ou
fosfatos (NasPO, ou KzPOQ;) e tanmbém os correspondentes
hi dr ogenof osf at os e di - hi dr ogenof osfat os, ou o hidréxi do de
anmbnio (NH,OH), para pronover a conversdao dos acidos
triterpénicos nos correspondentes sais e a sua respetiva
m gracdo para a fase aquosa. A separacdo da fase organica é
ef etuada por decantacdo ou por qual quer outra técnica de

separacao | iquido-liquido, tal conmo por centrifugacao.

A fase aquosa é filtrada por nmétodos convencionais e
acidificada até phH<3, preferencial mrente com &cidos
i norganicos tais conb os &cidos sulfurico, cloridrico e
nitrico, e solucbes de &cidos organicos, tais conp o0s
aci dos acético e propi 6nico.

OCs acidos triterpénicos precipitados podem final nente ser
I sol ados por extragdo com um solvente orgéanico, filtracgéo

ou centrifugacao.

Exenpl os
Daqui em diante, a presente invencdo € descrita em nais
detal he e especificanente com referéncia aos Exenpl os, que

todavia ndo pretendemlimtar a presente invengéo.



Extracao Solido-Liquido da casca externa

Aproxi mmdanente 100 g de casca externa de Eucalyptus
gl obulus foram secos ao ar, a tenperatura anbiente, para
produzir aproxi madanmente 70 g de casca seca com nenos de
10% de humi dade em peso, e de seguida npidos de forma a

passar por umcrivo de 2 mm

A extracdo da casca noida seca foi efetuada num sistenn
Soxhl et com1l L de n-hexano conp solvente, a tenperatura de

refl uxo. A extracado durou seis horas.

A evaporacao, num evaporador rotativo sob vacuo, e a
secagem do extrato bruto em n-hexano acim referido rendeu
1.1 g (rendinento de 1.8% nin) de umresiduo bruto seco e
verde. O teor total emtriterpendi des deste residuo foi de
49. 1% em massa, contendo 14.4% de acido ursolico, 12.8% de
acido 3-acetil-ursoélico, 5.7% de acido ol eandlico, 5.3% de
acido betulinico, 5.1% de acido betul énico e 3.5% de aci do
3-acetil-oleandlico, sendo o0s renmanescentes 2.4% outros

conpostos triterpénicos.

Fraci onanent o dos extratos da casca externa

O extrato bruto em1 L de n-hexano foi extraido com1l L de
sol ucdo aquosa de hidréxido de sédio (NaOH) 0.1 M A fase
aquosa foi separada da fase do n-hexano por decantacédo, e
filtrada sob vacuo através de di scos de nenbranas de nyl on
com por osi dade 0.45 um sendo obtida uma solugéo linpida. A
referida solucédo foi acidificada comuna sol ugcdo agquosa com
acido sulfdarico (HSOQ,) 2 M até pH<3, resultando numa
suspensdo de precipitado esbranqui cado. O precipitado fo
filtrado sob vacuo, |lavado com1l L de 4gua destil ada até pH
neutro, e seco a 105 °C durante 3 h.



Foram obti dos 407 ng de um pd esbranqui cado, que consiste
numa sonma de 4cidos triterpénicos, com um teor mnino de
97, 8% em nassa conposto por: 52.4% de &cido ursélico, 17.3%
de acido oleandlico, 13.2% de &cido betul 6nico, 9.7% de
acido betulinico, e 5.2% de outros acidos triterpénicos

(Fig. 2).

A caracterizacdo qualitativa e quantitativa do extrato
bruto em n-hexano e das fracdes enriquecidas em acidos
triterpénicos, produzidos de acordo com a invencdo, foi
realizada através da aplicacdo da cromatografia gasosa

acopl ada a espectronetria de nmassa (GC- M) .
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As reivindi cagcbes seguintes definemuma forma de realizacéo

particul ar da invencéo.

Li sboa, 09 de Agosto de 2013



REI VI NDI CACOES

1. Met odo para a obtencdo de um extrato rico em aci dos
triterpénicos, caracterizado por conpreender as etapas
segui nt es:

i) secagem e nobagem da casca de eucal i pto;

i) extracdo da casca com um sol vente orgéani co;

iii) fracionanento do extrato bruto por tratanmento com

uma sol ucdo aquosa al cal i na;

i V) separacao da fase aquosa;

V) clarificacédo por filtracao;

Vi) aci di fi cacdo com um aci do i norgani co ou organi co;

vii) isolanento da fraccdo precipitada de acidos

triterpénicos.

2. Met odo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

por conpreender ainda uma etapa de cristalizacao.

3. Met odo de acordo com qual quer uma das reivindi cacbes
anteriores, caracterizado por a casca de -eucalipto ser
obtida a partir de espécies de Eucal yptus, noneadanente, E.
gl obulus, E. urograndis, E grandis x globulus, E
mai denii, E. grandis e E. nitens.

4. Meét odo de acordo com qual quer unma das reivindi cacfes
anteriores, caracterizado por na etapa i) a hum dade
residual e a granulonetria das anbstras de casca serem
inferiores a 15% e 60 nesh, respetivanente.

5. Met odo de acordo com qual quer uma das reivindi cagdes
anteriores, caracterizado por na etapa ii) o solvente
organi co ser dicloronetano, n-heptano, n-hexano ou outros

sol vent es apol ares.



6. Met odo de acordo com qual quer uma das reivindi cacgbes
anteriores, caracterizado por a solucdo alcalina da etapa
iii) poder ser uma solugcdo aquosa conpreendendo no ninino
um dos: hidroéxidos netalicos (KOH ou NaOH) ou carbonatos
( Na,CGs ou K2CGs) assim cono 0s correspondent es
hi dr ogenocar bonat os ou fosfatos (NasPQ, ou K3PQ,), e tanmbém
0s correspondent es hi dr ogenof osf at os e di -

hi dr ogenof osfat os, ou o hi droxi do de andni o ( NH,;OH) .

7. Método de acordo com a reivindicacdo anterior,
caracterizado por o pH da solucdo alcalina na etapa iii)

estar conpreendido entre 8 e 14.

8. Met odo de acordo com qual quer uma das reivindi cacbes
anteriores, caracterizado por a separacdo na etapa iv) ser

ef et uada por decantacdo ou centrifugacéo.

9. Met odo de acordo com qual quer uma das reivindi cacbes
anteriores, caracterizado por a acidificacdo da fase aquosa
na etapa vi) ser feita com sol ucbes de aci dos inorgéanicos,
tais conb os acidos sulfdrico, cloridrico e nitrico, e
sol ugcbes de aci dos orgéanicos, tais conbp os &ci dos acético e
pr opi 6ni co.

10. Meétodo de acordo com a reivindicagdo anterior
caracterizado por o pH da solucdo &cida estar conpreendi do
entre 1 e 5.

11. Extratos obtidos através do netodo descrito nas
reivindi cacbes anteriores, caracterizados por a pureza da
fracéao de aci dos triterpénicos puri fi cados estar
conpreendi da na ganma de 93-98%



12. Utilizagcadao dos extratos
anterior, caracterizada por
farmacéuti cos, nut racéuti cos,

f unci onai s.

Li shoa, 06 de Setenbro de 2013
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