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RESUMO

Os fitoterapicos usados pela medicina popular apresentam normalmente um elevado nivel de
contaminacdo microbioldgica (bactérias e fungos). A irradiacdo gama tem sido uma alternativa
para aumentar o tempo de conservacao e diminuir a contaminagdo microbioldgica de produtos
fitoterapicos. Echinodorus macrophyllus Mich. (chapéu-de-couro) é muito utilizada
popularmente como agente diurético, antiarritmico, anti-inflamatério e anti-reumatico. Neste
trabalho € descrito um estudo do efeito da irradiacdo gama sobre as folhas desta espécie.
Amostras das folhas foram submetidas a diferentes energias de irradiacdo gama e 0s respectivos
extratos contendo componentes fenodlicos, alcaloidico e saponinicos foram analisados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com a finalidade de investigar a integridade
dos constituintes quimicos. Cromatogramas de CLAE desses extratos mostraram alteragdes de
concentracdo de seus componentes, sugerindo a formacdo de produtos radioliticos. Na fracdo
fendlica foram identificados dois constituintes, o acido trans-ferdlico e uma flavona inédita
denominada de 6-C-hexa-hidroxi-apigenina. Além disso, as amostras irradiadas foram
submetidas a extracdes sucessivas com hexano e etanol. Os extratos obtidos (EH e EE,
respectivamente) foram testados frente a diferentes linhagens de bactérias. Ambos o0s extratos
foram ativos frente a Bacillus subitilis e Staphylococcus aureus, independente da energia de
irradiagdo gama. Porém, uma diminuicdo da atividade antibacteriana de EH foi observada frente
a S. aureus quando ocorre aumento da energia de irradiacdo gama. O contrério foi observado no
EE, ocorrendo o aumento da atividade antimicrobiana ao aumentar a de energia de irradiacdo

gama.

Palavras-chaves: Echinodorus macrophyllus, Irradiacdo gama, Compostos fenolicos, Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

The herbal drugs used in popular medicine show a high level of microbiological contamination (bacteria
and fungi). Gamma irradiation has been an alternative to increase shelf life and reduce microbial
contamination of herbal products. Echinodorus macrophyllus Mich. (Chapéu-de-couro) is very popularly
used as diuretic, antiarrhythmic, antiinflammatory and antirheumatic. This work describes a study of the
effect caused by gamma irradiation on its leaves. Leaf samples were subjected to different gamma
irradiation energies and the respective polar extracts containing phenolic, alkaloidic and
saponinic compounds were analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), in order
to compare their chemistry integrity. HPLC chromatograms of these extracts showed changes in
concentration of their components, suggesting formation of radiolytic products. In the phenolic fraction
two constituents were identified, the trans-ferulic acid and a flavone called 6-C-hexa-hydroxy-apigenin
which is firstly described in the literature. The irradiated samples were submitted to successive extraction
with hexane and ethanol. In addition, the extracts (HE and EE, respectively) were tested on the different
strains of bacteria. The extracts EH and EE were active against Bacillus subitilis and Staphylococcus
aureus, independently of the gamma irradiation energy of. However, a decrease of the EH antibacterial

activity observed against S. aureus when gamma irradiation energy is increased. The opposite is
observed for the EE, an increase of antimicrobial activity when the energy of the gamma

irradiation is increased.

Key Words: Echinodorus macrophyllus, Gamma irradiation, Phenolic compounds, Antibacterial

activity.



APRESENTACAO



Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da populacdo mundial
consome ervas e outras plantas medicinais, os quais sdo usadas com excelentes resultados em
assisténcia priméria a satde.>? O mercado mundial de ervas encontra-se em expansdo, tendo
movimentado cerca de US$ 60 bilhdes em 2000.2 No Brasil, o Instituto Brasileiro de Plantas
Medicinais (IBPM) estima em R$ 500 milhdes o comércio anual de plantas medicinais e dos
medicamentos fitoterapicos elaborados. No entanto, a maior parte da producdo é ainda artesanal,
localizada e ndo ocupa grandes proporgdes.

O aumento progressivo da producdo de medicamentos fitoterapicos tem sido
acompanhado pela preocupacdo em relacdo a qualidade destes produtos, tendo em vista que as
falsificacbes e as adulteracdes sdo frequentes.* Os principais fatores que comprometem a
qualidade e seguranca das ervas sdo o meio onde foram cultivadas, os metodos, a colheita, o
processamento pés-colheita, o transporte, a forma como sdo embaladas e o armazenamento dos
produtos naturais, resultando elevado risco de contaminacdes microbiolégica e quimica.*

As toxinas naturais produzidas por microorganismos podem ser divididas em trés
categorias: toxinas bacterianas, micotoxinas e ficotoxinas.” As patologias parasitarias como
micoses sistémicas causadas por Paracoccidioides brasilienses, infecgdes causadas por bactérias
do género Salmonella e microorganismos associados ao processo de extracdo/beneficiamento de
plantas, podem produzir substancias nocivas aos seres humanos.® Algumas bactérias da familia
Bacillaceae, presentes em plantas usadas para preparacdo de chas medicinais, sdo resistentes as
condicBes térmicas aplicadas em infusdes.’

O processo de prevencéo e o controle das micotoxinas ndo apresentam ainda um modelo
seguro e eficaz. O tratamento por irradiacdo gama (radioesterilizacdo) tem sido uma alternativa
para aumentar o tempo de conservacao, diminuindo a contaminagdo microbiologica de alimentos
e produtos fitoterapicos.® Através dessa técnica, o material vegetal é submetido a doses

controladas de radiagdo ionizante, reduzindo a flora microbiana sem afetar, porém, a sua



qualidade terapéutica. Algumas espécies de vegetais (alecrim, manjericdo e alcachofra) foram
irradiadas a doses de 10, 20 e 30 kGy sem alteracdo de suas acdes terapéuticas.’ Nos estudos da
contaminac&o flngica e da producdo de micotoxinas em frutas, foi verificada a presenca de acido
penicilico, patulina, acido ciclopiazénico, citrinina, ocratoxina A e aflatoxina B1. Entretanto, a
irradiacdo dessas frutas a doses de 1,5 e 3,5 kGy diminuiu significantemente a microbiota
fangica e a producdo de micotoxinas decresceu com o aumento da dose de irradiag&o.™

Em 1983, a comissdo do Codex Alimentarius aprovou a radioesterilizagdo de alimentos a
doses abaixo de 10 kGy, o que vem sendo utilizado atualmente em 52 paises. No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou em 2001 radioesterilizacdo de
alimentos a doses ndo estipuladas, desde que sejam suficientes para alcancar a finalidade
pretendida e ndo comprometam a integridade do produto. Em 2004, a ANVISA exigiu o registro
de controle de qualidade de medicamentos fitoterdpicos, incluindo a pesquisa de eventuais
alteracdes estruturais da materia-prima (droga vegetal). A Companhia Brasileira de Esterilizacdo
(CBE) atende aos maiores produtores de fitoterdpicos instalados no pais, que preferem nao
divulgar ao publico que estdo empregando essa técnica, por temerem possiveis rejeicoes pelos
consumidores.™

O Instituto de Defesa do Consumidor (IDC) alerta sobre novos estudos que relatam
produtos radioliticos, nocivos aos seres humanos, formados a partir de reac6es tanto de lipideos
com oxigénio molecular quanto do decaimento causado pelos efeitos diretos e indiretos da
radiacdo.’ De fato, certos hidrocarbonetos volateis ausentes em alimentos no irradiados sdo
observados em alimentos submetidos a radioesterilizacdo. Apos irradiacdo a vacuo entre 5 e 60
kGy das fracdes lipidicas de alguns alimentos, foram identificados hidrocarbonetos, aldeidos,
ésteres metilicos e etilicos, acidos graxos livres e 2-alquilciclobutanonas, cujas concentracfes
aumentam com a dose e/ou temperatura da irradiacdo.**** Métodos de deteccdo padronizados e

validados s&o disponiveis para muitos alimentos.® Os hidrocarbonetos volateis isolados da



fragdo lipidica de alimentos irradiados podem ser identificados por cromatografia gasosa.
Compostos aromaticos, como o 1,3-bis(1,1-dimetiletil)benzeno, tém sido apontados como
marcadores de alimentos irradiados.*®*’

Apesar de o Ministério da Saude do Brasil (MS-Brasil) ter regulamentado em 1995 os
procedimentos para a producdo de medicamentos fitoterapicos, estes ndo tém nenhum controle
sanitario, pois a farmacovigilancia é incipiente e praticamente inexistente. Além da poeira,
outros contaminantes podem levar ao desenvolvimento de quantidades significativas de esporos
de bactérias e fungos em fitoterapicos.> Como resultado, as plantas comercializadas para fins
medicinais no Brasil s&o normalmente de ma qualidade. Desde 1999, com a proibi¢do do uso de
Oxido de etileno na descontaminacéo de produtos vegetais que ndo sejam objetos de uso médico-
hospitalar (Portaria Interministerial n® 482 dos Ministérios da Saude e do Trabalho), a busca por
tecnologias seguras de descontaminacdo é de grande interesse. Varios métodos de desinfeccao
tém sido sugeridos, tais como o0 uso de radiacdo eletromagnética, pulso fotodinamico e
tratamento com CO,. Entretanto, a radioesterilizagdo tem-se mostrado como a alternativa mais
adequada e segura para a descontaminacédo de produtos alimenticios e fitoterapicos.

No Brasil, a radioesterilizagdo esta prevista na legislacdo, mas é pouco difundida.'® Uma
das razbGes é a resisténcia do consumidor devida a desinformacdo, principalmente sobre a
seguranca do processo, qualidade nutricional do produto irradiado e métodos confidveis de
deteccdo que possam ser empregados como padrdo.™® A exigéncia da legislacdo e do mercado
consumidor pela correta rotulagem de produtos radioesterilizados tem estimulado o estudo de
métodos de identificacdo desses produtos para evitar a re-irradiagdo, controlar a dose absorvida,
verificar o cumprimento dos niveis minimos de exigéncia microbiologica, além de contribuir
para 0 maior controle e ampliacdo do mercado internacional de fitoterapico.

Neste contexto, torna-se importante estudar mais exaustivamente as condicOes

experimentais para a radioesterelizacdo de produtos fitoterapicos. A espécie Echinodorus



macrophyllus Mich. (chapéu-de-couro) é uma planta de grande expressdo na medicina popular,
apresentando propriedades adstringentes e sendo usada no combate a inflamacGes de garganta e
de feridas que n&o cicatrizam.?® O extrativismo dessa espécie tem levado ao risco de sua extingao
em algumas regides. Até o presente, poucos estudos fitoquimicos sobre essa espécie foram
realizados, tendo sido identificados alcaldides, glicideos, éleos essenciais, acidos organicos,
heterosideos e taninos. Alguns estudos sugerem que o principio ativo da planta seja o equinodol
(4cido equindico), um diterpeno predominante no extrato etanélico das folhas secas da planta.”

Este trabalho tem como objetivo a “Avaliacdo da Seguranca de Echinodorus
macrophyllus Mich (chapéu-de-couro) Tratada por Irradiagdo Gama: Contaminagdo
Microbioldgica, Deteccdo de Produtos Radioliticos e Integridade dos Principios Ativos.” A
relevancia deste trabalho reside no uso de técnicas modernas para a execucao de um projeto que
trata de uma demanda atual de importancia econémica indiscutivel para o Brasil, além do
desenvolvimento de metodologias dentro de demandas reconhecidas pela ANVISA. Por ser uma
espécie vegetal com poucos estudos fitoquimicos registrados na literatura, um estudo fitoquimico
mais exaustivo torna-se apropriado e oportuno.

No Capitulo | é apresentado inicialmente, um levantamento sobre as principais
caracteristicas de representantes da familia Alismataceae e do género Echinodorus, tais como as
caracteristicas morfologicas, distribuicdo, nomes populares e classificacdo taxondmica da
espécie E. macrophyllus. Em seguida, sdo apresentados levantamentos sobre os constituintes
quimicos isolados em popula¢Ges do género Echinodorus e as principais atividades biologicas
relatadas em representantes do género e na espécie E. macrophyllus. Finalmente, no Capitulo |
sdo descritas também algumas tecnologias de descontaminacdo, principalmente a radiacdo
ionizante, dando maior enfoque a radiacdo gama e a possiveis alteragfes estruturais quando

substancias quimicas sdo submetidas a esta técnica.



No Capitulo 1l sdo apresentados os materiais e equipamentos empregados nas analises
cromatografica das fracOes, além da descricdo do metodo de isolamento usando cromatografia
liquida de alta-eficiéncia (CLAE) semi-preparativa e de caracterizagdo estrutural dos
fitoconstituintes por espectroscopias nas regides do Ultravioleta (UV), Infravermelho (IV) e
Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) 1D e 2D. Em seguida, sdo descritos 0s procedimentos
experimentais realizados nos testes de atividade antimicrobiana dos extratos hexanicos e
etanolicos submetidos a irradiacdo gama.

O Capitulo 111 descreve os resultados e discussdo das analises por CLAE das fragdes das
folhas da espécie Echinodorus macrophyllus, evidenciando as principais alteracbes nos
fitoconstituintes presentes nas fragdes contendo compostos fenélicos, alcaloidicos e saponinicos.

O Capitulo 1V descreve os resultados e discussdo do isolamento dos fitoconstituintes das
folhas da planta por CLAE semi-preparativa. As analises estruturais dos fitoconstituintes foram
realizadas a partir dos dados de UV, IV e RMN 1D (RMN de *H, RMN de *C e DEPT 135°) e
2D (COSY, HSQC e HMBC).

No Capitulo V sdo apresentados os resultados e discussdo dos ensaios biol6gicos
realizados com extratos hexanicos e etandlicos das folhas da planta. Através desses ensaios foi

possivel avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos irradiados.



CAPITULO I:

INTRODUCAO

A Espécie Echinodorus macrophyllus Mich. e

Radiacdo Gama



1. A Familia Alismataceae

Alismataceae pertence a classe das Liliopsida (monocotiledéneas), correspondendo, em
nimero de espécies, & segunda maior classe das Angiospermas.” A familia é constituida por
cerca de 100 espécies e 16 géneros. Dentre seus géneros, Echinodorus e Saggitaria possuem as
maiores diversidades especificas, apresentando 45 e 35 espécies, respectivamente.?® As plantas
dessa familia sdo normalmente aquéaticas ou semi-aquaticas, sendo encontradas frequentemente
em lagos, pantanos, rios e corregos de agua doce. A grande maioria das espécies € caracterizada
por plantas com raizes fixadas na dgua ou em brejos e apresentam folhas eretas ou flutuantes,
sendo hal6fitas ou hidréfitas.*

As espécies dessa familia sdo distribuidas amplamente em todos os continentes e
apresentam poucas diferencas evolutivas entre si. De um modo geral, as espécies sdo
classificadas por diferentes formas e, por isso, apresentam varias sinonimias.?®> Suas espécies sdo

usadas como fontes de alimentos e de fitoterapicos e na ornamentacéo de aquarios e lagoas.

2. O Género Echinodorus

O género Echinodorus é constituido por plantas aquaticas e pantaneiras que crescem
ocasionalmente submergidas, mas possuem folhas e inflorescéncias predominantemente emersas,
ou seja, s&o halofitas.”®

A Tabela 1.1 (p. 9) apresenta as espécies conhecidas do género Echinodorus, contendo
varias espécies neotropicas e distribuidas em todo continente americano, principalmente no
Brasil.”” No Brasil, sdo encontradas 17 espécies, distribuidas principalmente nos estados de Sdo
Paulo e Minas Gerais e na regido do Nordeste Brasileiro.”” No Nordeste, predominam formas
intermediérias; isto é, populacdes hibridas apresentando individuos com caracteristicas de duas

ou mais espécies do género.”®



Tabela I.1. Espécies do género Echinodorus, atividades biolégicas e fitoconstituintes isolados

Espécies

Atividade bioldgica

Fitoconstituintes
isolados

Echinodorus amazonicus Rataj

Echinodorus andrieuxii

Echinodorus angustifolius

Echinodorus argentinensis

Echinodorus aschersonianus

Echinodorus berteroi

Efeito antiepiléptico®

Echinodorus bleheri

Echinodorus bracteatus

Echinodorus bolivianus

Echinodorus cordifolius

Echinodorus ellipticus

Reduc#o de caspa e queda de cabelo®

Echinodorus glaucus

Echinodorus grandiflorus

Reumatismo, doencas de pele e figado®, entre
outras

Echinodorus grisebachii

Echinodorus horizontalis

Echinodorus isthmicus

Echinodorus tunicatus

Echinodorus latifélia

Echinodorus longiscapus

Echinodorus macrophyllus

Antiofidica, diurética, anti-reumatica, anti-
inflamatdria®®>!, entre outras

3,21-31

Echinodorus martii

Echinodorus nymphaeifolius

Echinodorus opacus

Echinodorus Osiris

Echinodorus ovalis

Echinodorus paniculata

Echinodorus parviflorus

Echinodorus scaber

Echinodorus subalatus

Echinodorus tenellus

Echinodorus trialatus

Echinodorus uruguayensis

Echinodorus virgatus




Poucos estudos fitoquimicos sobre espécies do género Echinodorus sdo descritos na
literatura. A espécie Echinodorus grandiflorus tem sido muito estudada, descrevendo-se
principalmente o isolamento de &cidos graxos, diterpenos, triterpenos e esterdides.® Nesta
espécie, o fitoconstituinte isolado em maior quantidade é o &cido equindico (1; Figura 1.1), um

diterpeno predominante no extrato etandlico das folhas e relacionado com a atividade bioldgica

32,33

da planta.

1R;=COO0OH; R,=H 3 AR=H 1
20 2R;=CHg Ry,=OH 18COOR 5R=CH; ,.co0R 7R=CH;,

8R;=R,=H ;19 10 R=H
18COOR; 9R;=CHg R,=H 13COOR 11 R=CH;  13COOR 13 R=CH; 14

COOH
19

COOH
20

Figura 1.1. Fitoconstituintes isolados da espécie E. grandiglorus.®**



3. A Espécie Echinodorus macrophyllus Mich
3.1. Caracteristicas Morfoldgicas

A espécie E. macrophyllus foi descrita pela primeira vez por Micheli em 1881.%° As
folhas sdo pecioladas, ovais de base cordiforme, agudas ou acuminadas no apice, limbos inteiros,
comprimentos entre 20 e 40 cm e larguras entre 15 e 35 cm, com superficie rugosa, aspera e de
11 a 13 nervuras principais na pagina inferior. O peciolo é longo, coriaceo, medindo até 70 cm
de comprimento, com sulcos longitudinais e providos de estrias longitudinais. As flores sdo
brancas, hermafroditas, perfeitas, numerosas, dispostas em racismos e alongadas.** * A Figura I.

2 apresenta fotos de exemplares da espécie Ecinodorus macrophyllus Mich.

Figura 1.2. Exemplares da espécie Echinodorus macrophyllus Mich.**®



3.2. Distribuicdo, Nomes Populares e Classificagdo Taxonémica

Os exemplares dessa espécie sdo encontrados na América do Sul, principalmente no
Brasil e, mais precisamente, em areas alagadas da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Nos
estados das Regides Norte (Roraima, Amapa e Para), Nordeste (Piaui e Bahia), Centro-Oeste
(Mato Grosso), Sudeste (Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais) e Sul (Parand)™ é conhecida
popularmente como chapéu-de-couro, congonha-de-bugre, congonha-do-campo e erva-de-

bugre.*® A distribuicdo geogréfica da espécie esta apresentada no mapa da Figura 1.3.

Figura 1.3. Distribuicdo geografica da espécie E. macrophyllus no Brasil.*



A Tabela 1.2 mostra a classificacdo taxondmica da espécie Echinodorus macrophyllus

Mich. de acordo com Cronsquist, em 1988.%

Tabela 1.2. Classificagdo taxondmica da espécie Echinodorus macrophyllus

Reino: Plantae

Divisao: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida

Ordem: Alismatales

Familia Alismataceae

Género Echinodorus

Espécie: Echinodorus macrophyllus Michelli

3.3. Atividade Bioldgica

E. macrophyllus e E. grandiflorus sdo as Unicas espécies do género que sdo utilizadas na
medicina tradicional. Echinodorus macrophyllus esta inscrita nas primeiras edicGes da
Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil (1929 e 1959), nas edicGes posteriores foi retirada,
pois seu uso como fitoterapico depende do avanco de novos estudos.*

Echinodorus macrophyllus ¢ uma planta medicinal que possui um amplo espectro
farmacoldgico, apresentando atividades depurativa, emoliente, ténica, anti-sifilitica, antiofidica,
diurética, anti-reumatica, anti-inflamatoria e no tratamento de aterosclerose e doencas de pele,
figado e das vias urinarias (litiase e nefrite).** Apesar de poucos estudos terem sido descritos na
literatura, ha relatos que confirmam os efeitos imunossupressores* e citotdxico em doses
elevadas da planta.* Sob o ponto de vista farmacoldgico, extratos aquosos da planta tém efeitos
imunossupressores. Estes efeitos podem fazer parte do tratamento da resposta humoral
exacerbada e/ou condicdes de resposta imune celular em doencas imunoinflamatéria cronica,

doencas autoimunes, transplantes e enxertos.



Além disso, as folhas da planta sdo utilizadas popularmente através de decoc¢do com
agua, nas formas de cha, tinturas ou em po, além da maceracdo do rizoma em etanol para uso

tépico em feridas e no reumatismo.*

3.4. Constituintes Quimicos Isolados em Echinodorus macrophyllus

Até o presente, poucos estudos fitoquimicos sobre essa espécie foram realizados, tendo
sido identificados alcal6ides, glicideos, Oleos essenciais, &cidos organicos, heterosideos e
taninos, através de testes de identificacao estrutural.

Porém, alguns estudos mostraram o isolamento e identificacdo dos diterpenos trans-fitol*!
(3), echinofilina A (21), echinofilina B (22), echinofilina C (23), echinofilina D (24),
echinofilina E (25), echinofilina F (26), chapecoderina A (27), chapecoderina B (28),
chapecoderina C (29), echinodolideo A (30) e echinodolideo B (31), cujas estruturas quimicas
sdo mostradas na Figura 1.4 (p.15). Os compostos 30 e 31 sdo considerados derivados do acido

equindico 1 isolado da espécie Echinodorus grandiflorus.***®



21R;=2H; Ry,= 0 - 22R;=2H;R,=0
18C02H 24R,=0; Ry=2H CO-H 25R;=0; R,=2H

- 23R;=2H;R,=0
COzH 26R;=0;R,=2H

43-46

Figura 1.4. Estrutura quimica de fitoconstituintes isolados de Echinodorus macrophyllus.



4. Tecnologias de Descontaminagao Microbiana

Descontaminacdo microbiana é a diminuicdo ou remogdo de microorganismos presentes
em um determinado material. Para esse objetivo pode-se fazer uso de métodos fisicos ou
quimicos, que atuam na permeabilidade da membrana celular, provocando vazamento do
contetido celular ou causando danos as proteinas e aos acidos nucléicos. Esses métodos séo
frequentemente letais para os microorganismos. Os virus com envelopes lipidicos sdo 0s menos
resistentes, seguidos pelas bactérias Gram-positivas, virus sem envelopes, fungos, bactérias
Gram-negativas, protozoarios, cistos de protozoarios, micobactérias e endosporos de bactérias.
Por sua vez, 0s prions sdo 0s agentes patogénicos mais resistentes. Na Tabela 1.3 sdo mostradas

as principais tecnologias de descontaminagdo microbiana.*’*®

Tabela 1.3. Principais métodos utilizados na descontaminag&o microbiana

Métodos Fisicos Métodos Quimicos
Calor Umido Fenol e Compostos Fendlicos
Pasteurizagdo Biguanidas (Clorexidina)
Calor Seco Halogénios (lodo e Cloro)
Filtracdo Alcoois
Refrigeracéo Metais Pesados
Congelamento Agentes de Superficie (Sabdes e detergentes)
Liofilizago Acidos Organicos
Alta Pressao Aldeidos
Dessecagéo Esterilizantes Gasosos
Pressdo Osmotica Peroxigénios (Agentes Oxidantes)
Radiacdo Nao-lonizante
Radiacéo lonizante




4.1. Radiacéo lonizante

O uso da radiagdo ionizante na preservacdo de alimentos iniciou-se antes de 1920, mas
foi somente entre 1950 e 1960 que um maior niumero de pesquisas foram conduzidas,
principalmente pelo exército americano, utilizando doses variadas de irradiagdo.*®

A radiacdo utilizada para a descontaminacdo pode ser alcancada através da aplicacdo de
raios gama (utilizando os radioisdtopos Cobalto-60 ou Césio-137), feixes de elétrons de alta
energia (energia superior a 10 MeV, apresentando pouca penetrabilidade) ou raios-x (energia
superior a 5 MeV). O principio da radiacdo consiste na formacdo de elétrons energéticos
randomicamente em toda a matéria, resultando na geracdo de ions moleculares energeticos. Estes
ions podem estar sujeitos a capturar elétrons, a dissociar, dependendo da complexidade e da
estabilidade do ion molecular formado, ou ainda a rearranjar rapidamente em moléculas mais
estaveis, através de reacdes fon/molécula.®

Através do uso de radiacdo ionizante, varias alteracbes podem acontecer na mateéria,
principalmente alteracGes quimicas que podem ocorrer por dois caminhos: efeitos primarios e
efeitos secundéarios. Pelos efeitos primarios, os produtos radioliticos podem surgir como
resultado da absorcdo de energia direta pela matéria absorvente. Os efeitos secundarios ocorrem
como resultado da alta reatividade de radicais-livres e ions excitados produzidos via efeitos
primérios. Esta alta reatividade dos intermediarios pode favorecer varias reacGes conduzindo a
formacao de substancias estaveis, alterando quimicamente os constituintes da matéria.*®

Devido aos avangos do uso da radiagdo ionizante, varios métodos para determinar o
processo da irradiacdo podem ser utilizados, destacando-se a (i) espectroscopia de ressonancia de
spin de elétron (ESR), que quantifica a concentracdo dos radicais-livres formados na matéria
irradiada; (ii) termoluminescéncia (TL), que quantifica a presenca de moléculas excitadas através
da emissdo de luz do material em aquecimento; (iii) métodos fisicos, que se baseiam nas

propriedades fisicas como, por exemplo, viscosidade; (iv) métodos quimicos, que quantificam os



produtos radioliticos formados, por exemplo pelo uso de Cromatografia a Gas (CG) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE); e (v) métodos bioldgicos, que se baseiam nas

mudancas dos microorganismos viaveis.**°

4.2. Radiacdo Gama

Os raios-y do espectro eletromagnético tém comprimentos de onda curtos, de alta energia
conforme apresentado na Figura 1.5. Apesar de o processo de prevengdo e controle das
micotoxinas n&o apresentar ainda um modelo seguro e eficaz,® o tratamento por irradiacdo gama
(radioesterilizacdo) tem sido uma alternativa para aumentar o tempo de
conservagdo/armazenamento, através do bloqueio do brotamento de bulbos, atraso da maturagéo

e diminuicéo da contaminacao microbiolégica de alimentos e produtos fitoterapicos. >

’
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Figura 1.5. Espectro eletromagnético.”

A radiacdo gama possui algumas vantagens em relacdo as demais técnica de radiacéo
ionizante, pois apresenta alto poder de penetracdo, baixa reatividade quimica, baixos niveis de
residuos e apenas um pequeno aumento de temperatura no material irradiado. Com isso, 0 uso de
radiacdo gama vem crescendo nos Ultimos anos, principalmente para esterilizacdo de produtos
farmacéuticos.>® Numerosos estudos estabelecem que a radiacdo gama pode ser considerada

radiologicamente, microbiologicamente e toxicologicamente segura.



Em 1999, mais de 30 paises empregavam radioesterilizacdo de produtos alimentares para

uso comercial,*®

recentemente, em 2008, 52 paises permitiam e empregavam a radiacdo gama em
aproximadamente 250 produtos alimenticios.>* A Figura 1.6. apresenta os paises que fazem uso

da tecnologia de radiagcdo gama em radioesteriliza¢do para fins comerciais.

D Paises que aplicam irradiacao de alimentos com propdsitos comerciais

l:l Ainda nao aplicam irradiacao de alimento

Figura 1.6. Paises que usam a tecnologia de radiacio gama para fins comerciais.”

Outro fator que demonstra a crescente evolucdo do uso da radiacdo gama € a quantidade
de volume de material seco irradiado. Em 1987, iniciou-se o uso desta tecnologia para fins
comerciais. Naquela época, a quantidade de material irradiado era superior a 10.000 ton/ano em
todos os paises que utilizavam a radiagdo gama. Em 1998, ocorreu um aumento de 800%,
resultando em um montante de aproximadamente 80.000 toneladas de material irradiado em
todos os paises.® A Figura 1.7 mostra a evolucdo mundial em quantidade de material seco

irradiado com a finalidade de permitir uma melhor conservagédo e comercializacdo do mesmo.
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Figura 1.7. Quantidade estimada em 1.000 toneladas de produtos irradiados em paises que

utilizam a técnica de radiacdo gama com o passar dos anos.®

Foi relatado que a irradiacdo a doses de até 10 kGy (sendo que, 1 kGy = 1 joule de
energia absorvida por kg de material irradiado) foi eficiente no tratamento de descontaminacao
de 17 ervas medicinais e em seis extratos de fitoterapicos, reduzindo em 99,998% a quantidade
de bactérias aerdbias, fungos e leveduras, sem causar alteracGes significativas em suas atividades
bioldgicas.>® Porém, cada pais possui uma legislacdo especifica para controle sanitario e,
consequentemente, estipula a dosagem de irradiacdo para cada material. A Comunidade Européia
determinou em 1999 o uso de doses em até 10 kGy, o US Food and Drug Administration
(FDA) limitou o uso de raios-y em até 30 kGy em ervas culinarias, sementes, temperos, vegetais
e mistura de substancias aromaticas de vegetais. Porém, para eliminacdo do Clostridium
botulinum, o US Army Natick Research and Development Laboratories estipulou dosagem de
41,2 kGy e, na Africa do Sul, é permitido o uso de até 45 kGy de energia de irradiacdo gama.**™®
No Brasil, a ANVISA aprovou em 2001 radioesterilizacdo de alimentos a doses ndo estipuladas,

desde que sejam suficientes para alcancar a finalidade pretendida e ndo comprometam a

integridade do produto.>®


http://www.fda.gov/
http://www.fda.gov/

5. Alteracgdes Provocadas pela Radiagdo Gama

Conforme citado no item 4.1, o uso de radiacdo ionizante, principalmente raios-y, pode
provocar uma diminuigdo da concentracdo de alguns fitoconstituintes presentes nos fitoterapicos
irradiados devido a radicais-livres formados. Porém, outros estudos demonstram que,
dependendo da dose de radiacdo ionizante e do estado do material a ser irradiado, esse tipo de
energia pode aumentar a atividade fisiologica das células vegetais e de microorganismos
fotossintéticos, devido a alguns fatores, tais como, o aumento da proliferacdo celular, a melhora
da taxa de germinacdo e/ou crescimento e 0 aumento da resisténcia ao “stress”. Raios-y podem
modificar também a estrutura das enzimas presentes nos vegetais e, dependendo da dose de
irradiacdo, aumentar a concentrago de alguns fitoconstituintes.®*®

Acredita-se que esse melhoramento da atividade fisioldgica se deve a uma sinalizacéo
celular direta com a participacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), que sdo produzidas
principalmente por irradiacdo da agua ou indireta, através de sinalizadores celulares ativados
pelas ERO no meio extracelular vizinho.*

Recentes estudos demonstraram que raios-y podem aprimorar a qualidade sensorial de
alguns vegetais, principalmente por aumentar a quebra de precursores e liberacao dos glicosideos
responsaveis pelo aroma. Porém, na espécie Vanilla planiflora, a concentracdo de vanilina, acido
vanilinico, p-hidroxi-benzaldeido, acido p-hidroxi-benzoico e glicose vanilinica (compostos
responsaveis pelo aroma) ndo foi afetada pelo uso da radiacdo gama e, dessa forma, a qualidade
sensorial da espécie ndo foi aprimorada.®” Em adicéo, estudos citam também alteracdes de cor
em extratos naturais. Extrato da espécie Hizikia fusiformis apresentou sua cor negra substituida
por uma coloracdo mais clara apos aplicacdo de 10 kGy de intensidade de energia de radiacao
gama.®®

Na espécie Allium fistulosum L. foram identificados 35 compostos volateis e, através do

uso de radiacdo gama, 0s compostos contendo enxofre diminuiram sua concentragdo com o



aumento da energia de radiacdo ionizante incidente. Porém, alguns grupos funcionais nao
seguem essa tendéncia dependente da dose. Compostos contendo grupos acido, alcool, aldeido,
éster, furano ou cetona tém suas concentracOes alteradas com uso de radia¢do, diminuindo ou
aumentando a concentracao nas diferentes energias incidentes.**

A enzima Phenilalanina-amonia-liase (PAL) é responsavel principalmente pela
biossintese de antocianinas e compostos fendlicos. O uso da radiacdo gama aumenta a atividade
da enzima, principalmente em doses que variam entre 1,6 — 2,0 kGy. Porém, esse aumento é
mais pronunciado quando o material vegetal é armazenado por longo periodo.®

O uso da radiacdo em ervas fitoterapicas pode favorecer a atividade antioxidante, pelo
aumento da concentracdo dos compostos fendlicos presentes, principalmente por aumentar a
atividade da enzima PAL. Os raios-y diminuem ou aumentam a concentracdo dos compostos
fendlicos, dependendo da dose incidida. Sabe-se que o uso de uma dose de 8 e 10 kGy em
algumas espécies faz aumentar o contetdo estruturas fendlicas e a atividade antioxidante da
espécie.®%

Similar aos compostos fenolicos, a biossintese das antocianinas é regulada principalmente
pela enzima PAL. Na literatura foi encontrado que a aplicacdo de 2 kGy proporciona 0 aumento
da concentracdo de antocianinas com pico maximo em 1,1 kGy em péssegos (Prunus pérsica
Bausch). Porém, ao serem aplicadas doses superiores a 10 kGy, ocorre diminuicdo da
concentrag&o.®

Foram testadas as atividades diurética, espasmolitica, colagogo (aumento da secrecdo da
bili), digestiva, antibidtica, calmativa e antiinflamatéria para 10 preparacdes fitoterapicas. Nesse

estudo, foi mostrado que, em doses de até 10 kGy, as preparacdes apresentam agédo terapéutica

idéntica a do material ndo irradiado.®’



CAPITULO II:

PARTE EXPERIMENTAL



1. Equipamentos

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica foram
realizadas em Cromatografo liquido SHIMADZU, constituido de duas bombas LC-20AT,
detector UV/VIS SPD-20A, software LCsolution v.1.21 (SHIMADZU) e coluna ODS
HYPERSIL (C18), 250 x 4,6 mm 5 pum (SUPELCO). Para analises semi-preparativas e
conseguinte separacdo de fitoconstituintes foi usado o Cromatografo liquido SHIMADZU
constituido de uma bomba LC-10AV, detector UV/VIS SPD-10AV, software PC/Chrom+ (u8A
Scientific) e coluna DYNAMAX MICROSORB C 18 10C-5, 250 x 10,0 mm (VARIAN)
protegida por uma pré-coluna.

Apbs os procedimentos semi-preparativos, as amostras foram liofilizadas empregando o
equipamento TermoFisher SCIENTIFIC FR-Drying Digital Unit. As determinagfes de pontos de
fusdo foram realizadas em aparelho METTLER FP80 SNR H22439. As andlises por
espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho (1V) foram realizadas em espectrometro
Spectrum One (ATR) — PERKIN ELMER.

As analises por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
realizadas em espectrdmetros BRUKER DPX-200 e DRX-400 linha ADVANCE. Os
deslocamentos quimicos foram registrados em unidade 6 em ppm e as constantes de acoplamento
(J) em Hz. Tetrametilsilano (TMS) foi empregado como padrdo de referéncia interna, tendo

DMSO-dg como solvente.

2. Testes Microbioldgicos
Os bioensaios foram realizados empregando-se bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 29212; Bacillus cereus ATCC 11778 e Bacillus subtilis ATCC 6633), Gram-

negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Citrobacter freundii ATCC 8090) e uma levedura



(Candida albicans ATCC 18804). Os testes foram realizados sob a orienta¢cdo da profa. Dra.

Jacqueline Aparecida Takahashi do Departamento de Quimica da UFMG.

3. Metodologia Bioldgica
Testes de Difusdo em Agar

No teste de difusdo em Agar,®® as bactérias foram individualmente inoculadas em tubos
de ensaio contendo 2 mL do meio infuso de cérebro e coracdo (BHI; 37,0 g/L) e, posteriormente,
incubadas em estufa a 37 °C por 18 h. Uma aliquota de 0,5 mL deste material foi transferida a
um tubo contendo 4,5 mL de solucéo salina estéril constituida por solugbes aquosas de NaCl (9,0
g/L) e MgSO,4.7H,0O (0,5 g/L). Foram preparadas placas de Petri contendo o meio de cultura
antibidtico n® 1 (27,0 g/L) e 0,4 mL do in6culo bacteriano. Discos contendo 100 g da amostra
foram colocados nas placas com o auxilio de uma pinga estéril. Um disco contendo o controle
positivo (disco impregnado com o antibiético cloranfenicol e miconazol) ou o controle negativo
(disco impregnado com o solvente utilizado para solubilizar a amostra) foi colocado no centro de

cada placa. A leitura dos halos de inibicdo foi feita apos 24 h de incubacéo.

4. Metodologia Fitoquimica
4.1. Material Vegetal

As folhas de Echinodorus macrophyllus Mich. foram adquiridas no Mercado Central de
Belo Horizonte em agosto de 2008, coletadas previamente no municipio de Esmeraldas (MG).
Uma exsicata da espécie vegetal encontra-se depositada no Herbario do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o cddigo: BHCB 28.557.



4.2. Obtencéo dos Extratos Submetidos a Irradiacéo

Seis amostras secas e pulverizadas contendo 100 g das folhas de Echinodorus
macrophyllus Mich. foram colocadas em embalagens “Zip Lock”, sacos herméticos. Uma delas
ndo foi submetida a irradiacdo gama e, as outras, submetidas a energias de 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20
kGy no aparelho de Gama — Cell com fonte de ®*Co, pelo Dr. Alexandre Soares Leal do Centro
de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN).

As amostras foram transferidas para erlenmeyers de 500 mL e submetidas
sucessivamente a extracdo com hexano e etanol a temperatura ambiente por uma semana,
obtendo-se, apos filtracdo sob succdo em funil de vidro sinterizado, 0s extratos hexanicos (EH’s)
e etandlicos (EE’s), respectivamente. A Figura II.1 apresenta a sequéncia metodolégica para
obtencéo dos extratos hexanicos (EHo, EH;, EH3, EHs, EH3 e EHy) e etanolicos (EEo, EE;, EE;,
EEs, EE1o € EEy) a partir das amostras das folhas de E. macrophyllus Mich., submetidas a

diferentes energias de irradiacdo gama.

Folhas Folhas Folhas Folhas
100 g/0Kgy 100 #f1Kgy 100 gi3Kgy 100: g/5Kgy
Extragio Extrag3o Extragio

Hexano Etanol

| Hexano Etanal

Hexano Ftancl

Hexano

Etanol

EHy EEy EH EE,; EH; EE; EEs
m: 2925 mg m:1558¢ m: 283 0mg m:1076g m: 256,7mg m:0994g m: 356 5mg m:0610g
Folhas Folhas
100 g/10Kgy 100 gf20Kgy
Extragio Extragio
Hexano Etanol Hexano Etancl
EHy EEy EHy EEy
m: 275 0mg m: 0832 m: 295 fmg m:059%8g

Figura I1.1. Sequéncia metodoldgica para obtencdo dos extratos hexanicos (EH’s) e etanolicos

(EE’s) a partir das amostras das folhas de E. macrophyllus Mich submetidas a irradiacdo gama.




4.2.1. 1solamento dos Constituintes Polares’

Uma parte (0,5 g) dos extratos etanolicos (EE’s) foi submetida a decoc¢do com agua por
2 h a temperatura de 60 °C, sendo, em seguida, filtrada, obtendo-se os extratos aquosos
correspondentes (EAQo, EAQ1, EAQs, EAQs, EAQ1o € EAQ20). Os EAq’s foram colocados em funil
de adicdo e hidréxido de amdnia foi adicionado até pH 10-11 e, em seguida, 100 mL de solugédo
acetato de etila:éter etilico (3:1), obtendo-se duas fases: a Fase Aquosa e a Fase Organica que
foram entdo separadas. A Fase Aquosa foi acidificada com HCI até pH 1-2 e submetida a
extracdo com solucdo acetato de etila:éter etilico (3:1), obtendo-se a fase aquosa FB, rica em
aminoacidos, acidos organicos e agucares, e a fase organica FF, rica em compostos fendlicos do
tipo flavondides. Por sua vez, a Fase Organica foi acidificada com HCI até pH 2 e submetida a
extracdo com solucdo de Agua acidificada com HCI (pH = 2), obtendo-se a fase aquosa FA, rica
em alcal6ides, e a fase organica FS, rica em saponinas. A Figura 11.2 apresenta a sequéncia
metodologica para o isolamento dos constituintes polares dos EE’s das folhas de E.

macrophyllus Mich.

Extrato AqQuoso

NH,OH pH = 10-11
Acetato de Etila/Eter Etilico (3:1)

Fase Aquosa Fase Organica
HCI pH =1-2 HCI pH =1-2

Acetato de Etila/Eter Etilico (3:1) H,O pH =2
FB FF FA FS

FB = Aminoacidos, Acidos Organicos, Aglcares
FF = Compostos Fendlicos

FA = Alcaldides

FS = Saponinas

Figura 11.2. Sequéncia metodologica para o isolamento dos constituintes polares dos EE’s das

folhas de E. macrophyllus Mich.



4.2.2. Testes Quimicos para Identificacdo Estrutural®

4.2.2.1. Teste para Flavondides

Uma aliquota (~2,0 mg) da fracdo FF, em 2 mL de &gua foi colocada em um tubo de
ensaio. Hidréxido de aménia foi adicionado ao tubo de ensaio até pH 11. O aparecimento de
coloracdo amarela indica a presenca de flavonas, flavondis e xantonas. Coloragdo vermelha
purpura indica a presenca de chalconas e auronas. Por sua vez, a coloragdo vermelha laranja

indica a presenca de flavanondis na amostra.

4.2.2.2. Teste para Alcalbides

Aliquotas (~2,0 mg) da fracdo FA; em 2 mL de &gua foram colocadas em dois tubos de
ensaio. Nos tubos de ensaio foram colocadas respectivamente trés gotas dos reagentes de Hager e
Dragendorff para precipitacdo de alcaldides. A formacdo de precipitado floculoso empregando

um dos reagentes indica a presenca de alcaldides na amostra.

4.2.2.3. Teste para Saponinas
Uma aliquota (~2,0 mg) da fragdo FS; em 2 mL de agua foi colocada em um tubo de
ensaio. O tubo foi submetido a agitacdo vigorosa por 2 min. A formacdo de espuma persistente é

indicativa da presenca de saponinas na amostra.

4.2.3. Analise Cromatografica das Fracdes de EAqQ
A Tabela I1.1 (p. 29) mostra a massa das fracbes de EAq contendo compostos fenolicos
(FF), alcaldides (FA) e saponinas (FS) das folhas da planta submetidas a diferentes energias de

irradiagdo gama. A fragdo FB ainda ndo foi estudada.



Tabela 11.1. Massa das fragdes de EAq (FF, FA e FS) de amostras das folhas submetidas a

diferentes energias de radiacdo gama

Fracdo/Massa (mg)
Amostra
FF FA FS
Sem irradiacéo 123,0 636,2 31,6
1 kGy 136,3 2817 33,8
3 kGy 96,6 127,3 15,4
5 kGy 74,4 60,9 22,7
10 kGy 68,5 40,5 16,9
20 kGy 42,4 217 33,9

4.2.3.1. Andlise por CLAE das Fragdes FB Submetidas a Diferentes Energias de Irradiacéo
Gama
As fracdes FB submetidas a diferentes niveis de energia estdo sendo estudadas; resultados

nao foram ainda concluidos.

4.2.3.2. Analise por CLAE das Fracgbes FF Submetidas a Diferentes Energias de Irradiacéo
Gama

Analises por CLAE foram realizadas para investigar o efeito da energia de irradiacéo
gama sobre as amostras de FF. Assim, aliquotas de FF foram analisadas por CLAE, no modo
isocratico, utilizando uma mistura empregando os eluentes (A) metanol e (B) &gua:acido
trifluoroacético (99,5:0,5 v/v, pH 4,3) como fases mdveis contendo 70% de B e 30% de A em
um intervalo de 0,0 a 30,0 min. O volume de injecédo foi de 20 pL, injetado manualmente, com
fluxo mantendo-se constante a uma taxa de 1,0 mL/min e utilizando coluna ODS HYPERSIL
(C18), 250 x 4,6 mm 5 pm (SUPELCO).”*""® Os dados cromatograficos para todos os niveis de

irradiacdo foram obtidos, analisados e armazenados a 280 nm e 254 nm.



4.2.3.3. Analise por CLAE das Fracgdes FA Submetidas a Diferentes Energias de Irradiacéo
Gama

A fim de avaliar a influéncia da irradiacdo gama nos compostos quimicos presentes nas
fragbes FA, analises por CLAE foram realizadas utilizando fase mdvel composta por dois
solventes: (A) acetonitrila e (B) solucdo tampéo de fosfato de potéssio (pH 7,0). Em um sistema
de gradiente isocratico, a concentracdo foi mantida em 90% de B e 10% de A de 0,0 a 15,0 min.
Injetou-se manualmente 20 pL de cada amostra, o fluxo taxa de 1,0 mL/min e utilizou-se coluna
ODS HYPERSIL (C18), 250 x 4,6 mm 5 pm (SUPELCO).”*" Os cromatogramas foram obtidos
e analisados a 280 e 327 nm. Apesar de a literatura indicar o comprimento de onda de 327 nm
como apropriado para as andlises, os resultados obtidos neste comprimento de onda foram

insatisfatdrios, portanto ndo foram analisados.

4.2.3.4. Analise por CLAE das Fracdes FS Submetidas a Diferentes Energias de Irradiacao
Gama

As fragdes de FS obtidas foram analisadas utilizando um sistema eluente composto por
dois solventes: (A) acetonitrila e (B) agua:acido trifloroacético (99,5:0,5 v/v pH 4,3). Da mesma
forma, o processo foi isocratico, mantendo-se a uma concentracdo de 70% de B e 30% de A por
dez minutos. As amostras (FSo, FS1, FSs3, FSs, FSio € FSy) foram aplicadas manualmente com
um volume de injecéo igual a 20 pL, fluxo constante de 1,0 mL/min e coluna ODS HYPERSIL
(C18), 250 x 4,6 mm 5 pm (SUPELCO).”*" Os cromatogramas obtidos foram analisados e
armazenados a 210 e 250 nm. Apesar de a literatura citar o comprimento de onda de 250 nm
como apropriado para este tipo de analise, os resultados obtidos neste comprimento de onda ndo

foram satisfatérios, portanto ndo foram analisados.



4.3. Extrato Submetido ao Fracionamento Fitoquimico

As folhas secas e pulverizadas (500 g) de Echinodorus macrophyllus Mich. foram
submetidas aos mesmos procedimentos descritos nos itens 4.2.1 (Isolamento dos constituintes
polares) e 4.2.3 (Analise Cromatografica das FracGes de EAQ). Assim sendo, obteve-se 0 extrato
aquoso nao irradiado (ENI*) e, por sua vez, as fragbes FB*, FF*, FA* e FS* correspondentes,

conforme Figura 11.2 (p. 27).

4.3.1. Fracionamento Cromatogréafico de FB*
O fracionamento da amostra FB* (aminoacidos, acucares e acidos organicos) ainda esta

sendo estudado; resultados nédo foram concluidos.

4.3.2. Fracionamento Cromatografico de FF*

Com a finalidade de isolar e identificar os fitoconstituintes presentes nas folhas de
Echinodorus macrophyllus Mich., realizou-se um fracionamento semi-preparativo da fracéo
FF*.

Utilizando o sistema isocratico citado no item 4.2.3.2, foi preparado uma solucao
contendo dois solventes, (A) metanol e (B) agua:acido trifluoroacético (99,5:0,5 v/v) com uma
concentracdo final de 70% de B, visto que o cromatografo € composto por apenas uma bomba.

Operando com volume de injecdo de 2 mL, aplicados manualmente e fluxo constante de
4,7 mL/min, de acordo com as especificagdes “Scale-up” linear da coluna DYNAMAX
MICROSORB C 18 10C-5, 250 x 10,0 mm (VARIAN) utilizada, os cromatogramas foram
obtidos a A = 280 nm e armazenados utilizando o software PC/Chrom+. Os fitoconstituintes

foram separados manualmente, liofilizados e pesados conforme mostrado na Tabela I1.2 (p. 32).



Tabela 11.2. Fracionamento da fracdo FF* do ENI e suas propriedades fisicas

Fitoconstituinte | Massa (mg) | Tempo de Retencéo (min.) p.f(°C)
FO1 2,80 9,75 -
FO02 4,50 14,08 -
FO3 5,70 15,77 -
FO4 8,30 17,28 -
FO05 26,10 29,27 197,0-202,2

A fragdo FO1 apresentou-se como um solido marrom. CLAE t, = 9,75 min; UV (nmM) Amax
= 280,73 e 311,72. IV (ATR Cm'l) v 3243, 2942, 1667, 1590, 1515, 1435, 1290, 1261, 1186,
1131, 1028, 799 e 722.

A fracdo FO02 apresentou-se como um solido marrom. CLAE t, = 14,08 min; UV (nm)
Amax = 311,52. IV (ATR Cm'l) v 3321, 2934, 1671, 1625, 1604, 1514, 1438, 1192, 1138, 1094,
978, 797, 722 € 699.

A fracdo FO3 apresentou-se como um solido marrom e foi identificado com acido trans-
fertlico. CLAE t, = 15,77 min; UV (nm) Amax = 288,09 e 349,53. IV (ATR cm™) v 3434, 2941,
1666, 1619, 1599, 1515, 1432, 1275, 1184, 1135, 1033, 850, 801 e 723. RMN de **C (100 MHz;
DMSO-ds) &c 167,9, 149,0, 147,8, 144,4,125,7,122,7,115,6, 115,4, 111,1 e 55,6.

A fracdo F04 apresentou-se como um solido marrom. CLAE t, = 17,28 min; UV (nm)
Amax = 220,97 € 293,31. IV (ATR cm™) v 3262, 1651, 1606, 1490, 1443, 1348, 1265, 1185, 1133,
1079, 1021, 840, 799 e 722.

A fracdo FO5 apresentou-se como um solido marrom, com p.f = 197,0-202,2 °C. CLAE t;
= 29,27 min; UV (nm) Amax = 221,0 e 295,65. IV (ATR cm™) v 3240, 1645, 1607, 1574, 1488,
1440, 1353, 1247, 1182, 1079, 1019, 830 e 722. RMN de **C (100 MHz; DMSO-dg) & 181,9,
163,5, 163,2, 161,1, 160,6, 156,1, 128,4, 128,4, 121,0, 115,9, 115,9, 108,8, 103,3, 102,7, 93,5,

81,5, 78,9, 73,0,70,5, 70,1 e 61,4.



4.3.3. Fracionamento Cromatografico de FA*
O fracionamento da amostra FA* (alcaloides) esta sendo estudado ainda; resultados néo

foram concluidos.

4.3.4. Fracionamento Cromatogréafico de FS*
O fracionamento da amostra FS* (saponinas) estd sendo estudado ainda; resultados nédo

foram concluidos.



CAPITULO lIlI:

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise por CLAE das Fracgdes Obtidas das Folhas de Echinodorus

macrophyllus



1. Analise das Fracdes Fendlicas (FF)

A Fracdo Fenolica (FF) apresentou coloracdo amarela e testes quimicos positivos para
estruturas flavonoidicas (flavonas, flavondis e xantonas). A Figura Il1l.1 (p. 36) mostra o
cromatograma de CLAE a 280 nm da fragdo fenolica das folhas de Echinodorus macrophyllus
Mich. ndo submetida a irradiacdo gama (FFo) e a Tabela I1l.1 mostra os valores de tempo de
retencdo (TR), area e intensidade dos picos do cromatograma de CLAE correspondente.
Ampliacdes do cromatograma de CLAE de FFo a 280 nm sdo mostrados na Figura 111.2 (p. 37).
O cromatograma de FF, apresenta 19 picos, indicando tratar-se de uma mistura rica em
estruturas fenolicas. O pico 12 registrado em TR = 9,13 min é o0 mais intenso, seguido
decrescentemente pelos picos 19 e 7 (TR = 27,08 e 5,87 min, respectivamente). Os demais picos
correspondem a substancias fendlicas com pequenas proporcdes relativas em FF.

A Figura I11.3 (p. 38) mostra o cromatograma de CLAE a 254 nm de FF e a Tabela 111.2
mostra os valores de TR, &rea e intensidade dos picos do cromatograma de CLAE
correspondente. Ampliagdes do cromatograma de CLAE de FFo a 254 nm sdo mostrados na
Figura 111.4 (p. 39). O pico 12 registrado em TR = 9,13 min é também o mais intenso, porém
seguido decrescentemente pelos picos 7 e 19 (TR = 5,87 e 27,08 min, respectivamente). Os
demais picos correspondem a substancias fendlicas com pequenas proporcdes relativas em FFo.

No cromatograma de CLAE de FFy a 254 nm (Figura 111.3), os picos 6, 7 e 16 (TR =
5,51, 5,87 e 14,16 min, respectivamente) apresentam maiores valores de area do que no
cromatograma a 280 nm (Figura I11.1). Entretanto, na Figura 111.3, ndo s&o observados os picos 4
e 11 (TR = 4,62 e 8,62 min) presentes no cromatograma da Figura Ill.1. Portanto, o
cromatograma a 280 nm apresenta-se mais apropriado para as analises e para o isolamento por

CLAE dos constituintes fenolicos de FF.
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Figura I11.1. Cromatograma de CLAE de FF; a 280 nm em TR entre 0,0 e 30,0 min.

Tabela 111.1. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e intensidade dos picos do

cromatograma de CLAE de FF( a 280 nm mostrado na Figura 111.1

Energia de irradiacédo = 0 kGy

Picos TR Area Intensidade | Picos TR AR Intensidade
1 3,07 26.608,4 3.332,9 11 8,62 182.503,7 13.904,8
2 3,41 77.850,9 11.744,5 12 9,13 3.018.210,8 168.584,1
3 3,97 57.009,1 5.412,6 13 10,20 83.713,6 4.471,0
4 4,62 75.175,3 8.805,2 14 11,37 112.038,9 4.731,7
5 4,79 110.532,9 10.616,5 15 13,34 106.755,4 3.785,5
6 551 180.376,2 17.842,7 16 14,16 88.305,2 5.365,3
7 5,87 640.180,1 58.415,1 17 14,73 163.576,0 7.195,8
8 6,43 237.828,6 24.767,0 18 20,98 417.447,5 8.174,6
9 7,11 66.455,5 3.866,1 19 27,08 922.350,8 21.106,8
10 8,37 281.674,1 22.637,4
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Figura 111.2. Ampliagbes do cromatograma de CLAE de FFy a 280 nm: (a) ampliacdo em TR

entre 2,5 — 10,5 min e (b) ampliacdo em TR entre 10,5 — 28,5 min.
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Figura 111.3. Cromatograma de CLAE de FFy a 254 nm em TR entre 0,0 e 30,0 min.

Tabela 111.2. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e intensidade dos picos do

cromatograma de CLAE de FF( a 254 nm mostrado na Figura 111.3

Energia de irradiacédo = 0 kGy

Picos TR Area Intensidade | Picos TR AR Intensidade
1 3,15 70.223,6 4.678,2 11 - - -
2 3,42 60.978,7 10.270,5 12 9,13 2.587.568,1 143.954,0
3 4,00 10.221,8 3.108,1 13 10,19 67.973,3 3.460,1
4 - - - 14 11,38 93.258,3 3.862,5
5 4,80 38.796,8 5.929,9 15 13,31 95.908,5 3.318,9
6 5,54 428.499,3 40.304,0 16 14,16 379.714,5 21.708,0
7 5,87 899.116,2 81.902,9 17 14,73 243.804,3 10.521,6
8 6,43 64.329,2 6.801,9 18 20,97 336.224,3 7.640,7
9 7,08 44.369,5 2.875,6 19 27,08 762.113,8 17.863,9
10 8,37 175.729,2 12.979,5
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Figura 111.4. Ampliaces do cromatograma de CLAE de FFy a 254 nm: (a) ampliacdo em TR

entre 2,5 — 10,5 min e (b) ampliacdo em TR entre 10,5 — 28,5 min.



A Figura I11.5 (p. 41) mostra os cromatogramas de CLAE a 280 nm das fragdes fendlica
das folhas da planta submetidas a irradiagdo gama sob energias de 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy
(FF1, FFs;, FFs, FFio e FFy, respectivamente), comparados com o0 cromatograma
correspondente de FFo (mostrado anteriormente na Figura 111.1). AmpliacGes destes
cromatogramas sdo mostradas na Figura I11.6 (p. 42). Tabelas com os valores de TR, &rea e
intensidade dos picos dos cromatogramas de CLAE de FFy, FF3, FFs, FF19 e FF,o sdo0 mostrados
nos Anexos A-1 a A-5 (p. 91-93), respectivamente. Por sua vez, a Figura I11.7 (p. 43) mostra os
cromatogramas de CLAE a 254 nm de FF;, FF3, FFs, FF1o e FF,, comparados também com o
cromatograma correspondente de FF, (mostrado anteriormente na Figura 111.2). Ampliac6es
destes cromatogramas sdo mostradas na Figura 111.8 (p. 44). Tabelas com os valores de TR, area
e intensidade dos picos dos cromatogramas de CLAE de FF;, FF3; FFs, FFyo e FFy sdo
mostrados nos Anexos A-6 a A-10 (p. 93-95), respectivamente.

Os cromatogramas de CLAE de FF;, FF3, FFs, FF1o e FF5 tanto em 280 nm quanto em
254 nm mostram algumas alteracdes em relacdo ao cromatograma de CLAE correspondente de
FFo. De um modo geral, a grande maioria dos picos diminui as suas proporcdes relativas quando
ocorre um aumento da energia de irradiagdo gama sob as amostras. A diminui¢ao dos valores das
areas com o0 aumento da energia de irradiacdo gama sob as amostras torna-se bem acentuada para
os picos 10, 14, 17, 18 e 19 (TR = 8,37, 11,37, 14,73, 20,98 e 27,08 min, respectivamente),
conforme mostrado no gréfico (a) da Figura I11.9 (p. 45), mesmo quando a amostra é submetida a
irradiagdo gama sob energia de 1 kGy. Por outro lado, verifica-se um aumento do valor da area
com o0 aumento da energia de irradiacdo gama sob as amostra para o pico 2 (TR = 3,40 min),
grafico (b) Figura 111.9 (p. 45), indicando que a substancia pode ser um produto radiolitico
(provavelmente derivado de glicose, acido formico ou aldeido acético) que, por serem

extremamente polares, apresentam tempos de retencao relativamente baixos.



Além disso, os cromatogramas de CLAE mostram uma varia¢do da proporgdo relativa
dos picos 7 e 12 (TR = 5,87 e 9,13 min, respectivamente), grafico (c) Figura 111.9 (p. 45) porém
sendo registrados mesmo quando a amostra € irradiada com energia de 20 kGy. Desta forma,
pode-se considerar que estas substancias sofrem degradacdo por irradiacdo gama, porém

permanecem constante com o aumento da energia.
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Figura I11.5. Cromatogramas de CLAE a 280 nm de FFy, FF3, FFs, FF1p e FF, comparados

com o cromatograma correspondente de FFo.



uv
175000
150000
125000
100000
75000
50000

25000

I T ‘ \7 I G / T ; I I I \ I I I - I I I I I I I \‘ I I I I I I I I I I I
30 40 50 6.0 70 80 90 100 min
Legenda:

Moy B 1y M 3key [O skey B 10key [ 20key

uv
90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

I I ‘ I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
125 150 175 200 25 2.0 215 min
Legenda:

Moy O 1y M 3key [Oskey M 10key W 20kGy

Figura 111.6. Ampliacbes dos cromatogramas de CLAE a 280 nm de FFy, FF3, FFs, FF10, FF2
comparados com o cromatograma correspondente de FFy: (a) ampliagdo em TR entre 2,4 — 11,0

min e (b) ampliacdo em TR entre 11,0 — 30 min.
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Figura I11.7. Cromatogramas de CLAE a 254 nm de FF;, FF3, FFs, FF1o € FF, comparados

com o cromatograma correspondente de FF.



uwv
150000

125000+

100000

75000+

50000

25000

I I ‘ I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I \ I I I I I I I \ I I I :
20 30 40 50 6.0 70 80 90 100 min
Legenda:

B owc [ iy B oskey [Oskey [ okey [ 20k6y

uv
70000+

60000
50000 16
400001 I

30000
19

20000

10000

[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
12.5 15.0 175 20.0 225 250 215 min

Legenda:
B ooy O 1key M 3key [ skey M 10key W 20kGy

Figura I111.8. Ampliagbes dos cromatogramas de CLAE a 254 nm de FFy, FF3, FFs, FF10, FF2
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2. Analise das Fragdes Alcaloidicas (FA)

A Fracdo Alcaloidica (FA) apresentou-se como uma solugdo incolor, precipitando um
solido branco na presenca dos reagentes de Hager e Dragendorff nos testes quimicos para
alcaloides. A Figura I11.10 (p. 47) mostra o cromatograma de CLAE a 280 nm da fracéo
alcaloidica das folhas de Echinodorus macrophyllus Mich. ndo submetida a irradiacdo gama
(FAo) e a Tabela 111.3 (p. 47) mostra os valores de TR, area e intensidade dos picos do
cromatograma de CLAE correspondente. Ampliacdo do cromatograma de CLAE de FA, a 280
nm é mostrado na Figura I11.11 (p. 48). O cromatograma de CLAE de FA, apresenta dois picos
bastante intensos e bem definidos: o pico 1 registrado em TR = 2,83 min e 0 pico 2 mais intenso
em TR = 3,88 min. O pico 1 foi registrado no denominado “tempo morto” da coluna (TR ~ 2,80
min), podendo ser uma impureza do solvente empregado na analise e ndo necessariamente um
fitoconstituinte presente nas folhas de E. macrophyllus Mich.

A presenca de poucos constituintes alcaloidicos na espécie Echinodorus macrophyllus
Mich. pode ser interessante sob o ponto de vista biol6gico, considerando que a maior partes dos

alcaldides sdo classificados como substancias téxicas.
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Figura 111.10. Cromatograma de CLAE de FAy a 280 nm em TR entre 0,0 e 15,0 min.

Tabela 111.3. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e intensidade dos picos do

cromatograma de CLAE de FA, a 280 nm mostrado na Figura 111.5

Energia de irradiacdo = 0 kGy

Picos TR Area Intensidade

1 2,83 448.407,3 72.746,9

2 3,88 1.185.603,8 150.563,0
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Figura I111.11. AmpliagGes do cromatograma de CLAE de FA, a 280 nm: (a) ampliagdo em

TR entre 2,5 - 4,5 min e (b) ampliacdo em TR entre 3,6 — 4,4 min.



Aliquotas das FracgGes Alcaloidicas (FA) das folhas de E. macrophyllus Mich. foram
submetidas a irradiacdo gama a 1,0, 3,0, 5,0, 10,0, 20,0 kGy (FA;, FAs, FAs, FA1, FA,
respectivamente). A Figura 111.12 (p. 50) mostra os cromatogramas de CLAE a 280 nm das
fracbes FA1, FAs, FAs, FA1 e FA,, comparados com o cromatograma correspondente de FAy
(mostrado anteriormente na Figura I11.11). Ampliacdes destes cromatogramas sdo mostradas na
Figura 111.13 (p. 51). Tabelas com os valores de TR, area e intensidade dos picos dos
cromatogramas de CLAE de FA;, FA3, FAs, FA1p e FA sdo mostrados nos Anexos A-11 a A-
15 (p. 96 e 97), respectivamente. Os cromatogramas da Figura I11.12 mostram que o pico 2 (TR
= 3,88 min) sofre variagdo em sua propor¢do na area das amostras quando submetida a
irradiagdo, porém é observada mesmo sob irradiacdo a 20 kGy, também mostrado na Figura
I11.14. Por outro lado, um pico em TR = 4,49 min aparece a partir da amostra irradiacdo a 1 kGy,
diminuindo sua proporcdo relativa com o aumento da energia de irradiacdo, tratando-se portanto
de um produto radiolitico. Percebe-se também que tal produto radiolitico formado com maior
intensidade quando submetida a irradiacdo gama a 1 kGy de intensidade de energia ocorre a
diminuicao de sua formacao com o aumento da intensidade de energia irradiante.

Assim, mais estudos quimicos e biologicos tornam-se apropriados para avaliar 0s

possiveis efeitos adversos do material vegetal depois da utilizacdo de energia de irradiagdo gama.
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Figura I11.12. Cromatogramas de CLAE a 280 nm de FA;, FA3, FAs, FA1p € FA» comparados

com o cromatograma correspondente de FA,.
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3. Andlise das Fracgdes Saponinicas (FS)

A Fracao Saponinica (FS) apresentou uma coloracdo ligeiramente amarela em solugéo
aquosa e, ao ser agitada vigorosamente, observou-se a formacdo de espuma, indicativa da
presenca de saponinas. A Figura 111.15 mostra o cromatograma de CLAE a 210 nm da fragdo
saponinica das folhas de Echinodorus macrophyllus Mich. ndo submetida a irradiacdo gama
(FSo) e a Tabela Il11.4 (p. 53) mostra os valores de TR, area e intensidade dos picos do
cromatograma de CLAE correspondente. Ampliagcdo do cromatograma de CLAE de FSo a 210
nm é mostrado na Figura I11.16 (p. 53).

O cromatograma CLAE de FS, (Figura I11.15) apresenta dois picos caracteristicos de
saponinas (TR = 5,75 e 7,95 min), sendo aquele de menor tempo de retencdo significativamente
mais intenso. O pico com TR = 2,80 min corresponde ao solvente (agua) utilizado na diluigdo da
amostra. O pico atribuido ao solvente foi confirmado pela semelhanca com o cromatograma de

CLAE da agua, conforme mostrado no Anexo A-16 (p. 98).
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Figura 111.15. Cromatograma de CLAE de FSp a 210 nm em TR entre 0,0 e 10,0 min.



Tabela 111.4. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e intensidade dos picos do

cromatograma de FSy mostrado na Figura I11.7 a 210 nm

Energia de irradiacédo = 0 kGy

Picos TR Area Intensidade
1 5,75 3.837.940,9 435.408,1
2 7,95 409.964,2 37.971,1
GOOOOOEV
500000- 1
400000
300000-
200000
100000+ 2
o]
100000
575 600 625 6% 675 700 725 75 775 800 min
Legenda:
| 0 kGy

Figura 111.16. Ampliagédo do cromatograma de CLAE de FSy a 210 nm em TR entre 5,5 — 8,3

min.

Aliquotas das FracBes Saponinicas (FS) das folhas de E. macrophyllus Mich. foram
submetidas a irradiacdo gama a 1,0, 3,0, 5,0, 10,0, 20,0 kGy (FSi, FS3, FSs, FSi, FSyo,
respectivamente). A Figura 111.17 (p. 55) mostra os cromatogramas de CLAE a 210 nm das

fracbes FS;, FSs, FSs, FSi9 € FSy, comparados com o cromatograma correspondente de FAy



(mostrado anteriormente na Figura 111.16). Ampliagcdes destes cromatogramas sdo mostradas na
Figura 111.18 (p. 56). Tabelas com os valores de TR, area e intensidade dos picos dos
cromatogramas de CLAE de FSy, FSs, FSs, FS1p € FSy sdo mostrados nos Anexos A-17 a A-21
(p. 98-100), respectivamente.

No gréfico da Figura 111.19 (p. 56) a intensidade do pico 1 (TR = 5,75 min) aumenta
quando se aplica 1 e 5 kGy sobre as amostras. O aumento da concentracdo desse fitoconstituinte
com essa energia de radiacdo gama incidida pode ser explicado por uma melhoras na extracéo
desse fitoconstituinte com o uso de radiacdo gama. Porém, para as demais amostras (FSs,FSyo €
FS»0) ocorre diminui¢do da concentracdo do fitoconstituinte. Também é observado na Figura
I11.19 que a intensidade do pico 2 (TR = 7,95 min) diminui com o aumento da energia de
irradiacdo sob a amostra. A substancia correspondente a este pico desaparece mesmo quando a
amostra é submetida a 1,0 kGy, indicando tratar-se ser uma saponina muito instavel sob estas

condigBes experimentais.
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Figura I111.17. Cromatogramas CLAE a 210 nm de FS;, FS3, FSs, FS1 € FS;o comparados com

0 cromatograma correspondente de FS,.
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Figura 111.18. Ampliacdo dos cromatogramas de CLAE a 210 nm de FS;, FS3, FSs, FS10, FS20

comparados com o cromatograma correspondente de FSy, TR entre 5,5 — 8,1 min.
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Figura 111.19. Gréafico da variacdo da area dos picos 1 e 2 a 210 nm do cromatograma de CLAE

de FA em funcéo da energia de irradiacdo gama.



CAPITULO IV:

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise Estrutural de Fitoconstituintes Isolados da

Fracao Fenolica



1. Analise Estrutural de F-03

A fracdo F-03 corresponde ao pico 17 (TR = 15,77 min) do cromatograma de CLAE do
extrato flavonoidico das folhas de E. macrophyllus, apresentado na Figura 111.1 (p. 36). Esta
fracdo foi isolada por CLAE semi-preparativa, apresentando-se como um solido marrom e nao
foi possivel medir seu ponto de fusdo por ser altamente higroscopico. A Figura IV.1 mostra o

cromatograma de CLAE de F-03.
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Figura IV.1. Cromatograma de CLAE de F-03.

A Figura IV.2 apresenta o espectro de absorc¢ao na regido do Ultravioleta (UV) de F-03.
A absorcdo larga em Amax = 394,53 nm é caracteristica de esqueleto contendo sistema 7

conjugado, conforme relatado na literatura.”
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Figura IV.2. Espectro de absorgéo na regido do UV de F-03.



A Figura 1V.3 apresenta o espectro de absorcéo na regido do Infravermelho (IV) de F-03.
A absorcéo larga em 3434 cm™ é caracteristica do estiramento O-H de é4cidos carboxilicos ou
fen6is em ligagdo de hidrogénio. A absorcdo pouco intensa acima de 3000 cm™ é caracteristica
de estiramento C-H de carbono sp? de grupos alquenilicos ou arométicos. A absorcéo em 2941
cm™ é caracteristica de estiramento C-H de carbono sp® alifatico. Absorcdo em 1666 cm™ é
caracteristica de estiramento C=0O de acidos carboxilicos conjugado a sistema 7. As absorcdes
em 1619, 1599 e 1515 cm™ sdo caracteristicas de vibracdes de esqueleto aromatico. As
absorcdes intensas em 1184 e 1135 cm™ podem ser atribuidas respectivamente aos estiramentos
C-O assimétrico e simétrico de &cidos carboxilicos e fenol. A absorcdo em 946 cm™ ¢é
caracteristica de deformacgdo angular fora do plano de O-H. As absor¢des em 850, 801 e 725

podem ser atribuidas a deformacGes angulares fora do plano de C=C-H de grupos alquenilicos e

aticos
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Figura 1V.3. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de F-04 (ATR, cm™).

A Figura V.4 apresenta o espectro de RMN de *H de F-03. Os sinais simpletos em &
12,10 e 9,56 podem ser atribuidos a atomos de hidrogénio de &cidos carboxilicos e fendis. Os
sinais dupletos registrados em oy 7,48 e 6,35 apresentam a mesma constante de acoplamento (J =

15,8 Hz), podendo ser atribuidos a 4tomos de hidrogénio trans alquenos. Da mesma forma, os



sinais dupletos em &y 7,08 e 6,79 apresentam a mesma constante de acoplamento (J = 8,1 Hz) e
podem ser atribuidos a &tomos de hidrogénio aromaticos e vicinais. Por sua vez, o sinal simpleto
em oy 7,27 pode ser atribuido a hidrogénio aromatico ou de alquenos que ndo se encontra
adjacente a carbono hidrogenado. Finalmente, o sinal simpleto em &y 3,81, correspondente a trés

atomos de hidrogénio, € caracteristico de grupo metoxila.
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Figura IV.4. Espectro de RMN de *H de F-03 (400 MHz; DMSO-dg).

A Figura IV.5 apresenta o espectro de RMN de **C e subespectro DEPT 135° de F-03. O
sinal em & 167,9 pode ser atribuido a carbono de acido carboxilico. Os sinais em & 149,0,
147,8 e 125,7 correspondem a 4tomos de carbono sp? ndo hidrogenados. Os sinais em & 1444,
122,7, 115,6, 115,4 e 111,1 correspondem a 4tomos de carbono sp? mono-hidrogenados. O sinal

em oc 55,6 pode ser atribuido a carbono de metoxila. Assim, pela analise dos dados de 1V e



RMN de 'H e 3C, foi possivel estabelecer que F-03 possui um anel aromético tri-substituido,
pois apresenta trés sinais correspondentes a 4tomos de hidrogénio aromaticos. Além disso, F-03
apresenta uma hidroxila fendlica, uma metoxila fendlica, uma dupla ligagdo C=C de alqueno
trans dissubstituido e um grupo &cido carboxilico. Estas informagGes estdo de acordo com a

estrutura quimica do &cido trans-ferulico.
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Figura IV.5. (A) Espectro de RMN de *3C e (B) subespectro DEPT 135° de F-03 (100 MHz;
DMSO-d6).

A Figura 1V.6 apresenta 0 mapa de contornos HSQC de F-03. O sinal de hidrogénio em
on 71,48 (H-p) correlaciona-se com o sinal de carbono em & 144,4 (C-p). O sinal em &y 7,08 (H-
6) correlaciona-se com o sinal em ¢ 122,7 (C-6). O sinal em ¢y 6,35 (C-«) correlaciona-se com
o sinal em & 115,6 (C-a). O sinal em oy 6,79 (H-5) correlaciona-se com o sinal em & 115,4 (C-
5). O sinal em &y 7,27 (C-2) correlaciona-se com o sinal em ¢ 111,1 (C-2). Finalmente, o sinal

em &y 3,81 (OCHpg) correlaciona-se com o sinal em o¢ 55,6 (OCHj).
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Figura IV.6. Mapa de contornos HSQC de F-03 (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz; DMSO-d6).

A Figura IV.7 apresenta 0 mapa de contornos HMBC de F-03. O sinal de hidrogénio em
oy 7,48 (H-p) correlaciona-se com os sinais de carbono em & 111,1 (C-2), 122,7 (C-6) e 167,9
(COOH), estas correlacdes confirmam que o carbono carboxilico ndo se encontra diretamente
ligado ao anel aromatico, mas ligado ao grupo alqueno. O sinal de hidrogénio em &, 7,27 (H-2)
correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 122,7 (C-6), 144,4 (C-p) e 149,0 (C-4), essas
correlacdes estabelecem a posicdo do grupo alqueno no anel aromatico.. O sinal de hidrogénio
em oy 7,08 (H-6) correlaciona-se com os sinais de carbono em oc 111,1 (C-2), 144,4 (C-p) e
149,0 (C-4). O sinal de hidrogénio em oy 6,79 (H-5) correlaciona-se com os sinais de carbono
em oc 125,7 (C-1) e 147,8 (C-3). O sinal de hidrogénio em &y 6,35 (H-«) correlaciona-se com 0s

sinais de carbono em ¢ 125,7 (C-1) e 167,9 (COOH). O sinal de hidrogénio em oy 3,81 (OCHj3)



correlaciona-se com o sinal de carbono em & 147,8 (C-3), localizando a metoxila no anel

aromatico.

NI

AA

ppm

1

2

OCHj

-

\/COOH

o

100

110

120

130

140

150

160

170

T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5

T
6.0

T
5.5

T
5.0

T
4.5

T
4.0

\
35 & ppm

Figura IV.7. Mapa de contornos HMBC de F-03 (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz; DMSO-ds6).

A Figura V.8 apresenta 0 mapa de contornos COSY de F-03. O mapa de contornos
mostra correlacdo do sinal em oy 7,48 (H-f) com o sinal em &4 6,35 (H-). A correlacdo do sinal
em &y 7,08 (H-6) com o sinal em &y 6,79 (H-5) estabelece que a substituicdo no anel aromatico é

1,3,4-tri-substituido.
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Figura 1V.8. Mapa de contornos COSY de F-03 (400 MHz; DMSO-d6).

Os dados de IV e de RMN (1D e 2D) indicaram que F-03 se trata do &cido trans-ferulico

(33). De fato, os dados de RMN de 'H e de *C de F-03 estdo de acordo com os dados

correspondentes atribuidos a 33 descritos na literatura, conforme mostrado na Tabela IV.1.%° As

variacdes de deslocamento quimico entre F-03 e 33 podem ser atribuidas aos solventes nédo

serem 0 mesmo em ambos 0s experimentos, sendo DMSO-dgs e CD3;0D, respectivamente.

33



Tabela 1V.1. Dados de RMN de *H e de *3C de F-03 e os descritos na literatura para o 4cido

trans-ferulico

Atomo Literatura®® CD;OD Experimental DMSO-ds
dc (ppm) 8+ (ppm) dc (ppm) o (ppm)

1 127,8 - 125,7 -
2 111,6 7,18 1111 1,27

3 151,5 i 147,8 ]

4 149,9 - 148,9 -
5 116,5 6,82 1154 6,79
6 124,0 7,07 122,7 7,08
a 115,9 6,31 115,6 6,35
p 147,0 7,59 144,3 7,48
COOH 171,2 167,9 12,10
OCHj3 56,5 3,89 55,6 3,84
OH fendlico 9,56

O éacido ferulico é encontrado principalmente em frutas, sementes e raizes de diferentes

espécies vegetais.®® Além de apresentar propriedades antioxidantes, este 4cido apresenta um

amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como vaso-relaxante, anti-inflamatéria, antiviral,

analgésica, cardiovascular, hipotensiva, bem como efeito terapéutico contra cancer, diabetes e

doencas neurodegenerativas.

83-89



2. Analise Estrutural de F-05

A fracdo F-05 corresponde ao pico 19 (TR = 29,27 min) do cromatograma de CLAE do
extrato flavonoidico das folhas de E. macrophyllus, apresentado na Figura 111.1 (p. 36). Esta
fracdo foi isolada por CLAE semi-preparativa, apresentando-se como um sélido amarelo e faixa
de fusdo entre 197,0 — 202,2° C. A Figura IV.9 mostra o cromatograma de CLAE de F-05 ap6s o

seu isolamento, indicando tratar-se de um solido em alto grau de pureza.
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Figura 1V.9. Cromatograma CLAE de F-05.

A Figura 1V.10 apresenta o espectro de UV de F-05. O espectro mostra uma banda
intensa em Amax = 221,0 nm e uma outra banda pouco intensa em Anax = 295,65 nm. Estas

absorcdes sdo caracteristicas de flavondides.*
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Figura 1V.10. Espectro de absor¢éo na regido do UV de F-05.



A Figura 1V.11 apresenta o espectro de IV de F-05. A absorcdo larga em 3240 cm™ é
caracteristica do estiramento de O-H em ligacdo de hidrogénio muito intensa. As absorcdes entre
1645 e 1574 cm™ sdo caracteristicas dos estiramentos C=0, C=C e de vibracdes de esqueleto
aromatico. Outras vibragdes do esqueleto aromatico podem ser observadas também pelas
absorcBes em 1488 e 1440 cm™. As vérias absorcBes entre 1247 e 1019 cm™ podem ser
atribuidas a diferentes estiramentos de C-O, assimétricos e simétricos, indicando que a estrutura

de F-05 apresentam muitas ligacdes C-O, mais precisamente de grupos hidroxila que se

encontram em ligacdes de hidrogénio intensas. Finalmente, as absorces entre 935 e 830 cm™

pode ser atribuida a deformacdo angular de C=C-H fora do plano de alquenos ou estruturas

aromaticas.
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Figura IV.11. Espectro de absorcdo na regifo do infravermelho de F-04 (ATR; cm™).

A Figura IV.12 mostra o espectro de RMN de *H de F-05. O sinal simpleto em & 13,55 e
0s sinais largos em ¢4 10,64 e 10,41 sdo caracteristicos de atomos de hidrogénio de hidroxila de
acidos carboxilicos e/ou fendis em ligacdo de hidrogénio. Os sinais dupletos aparentes

AA’BB’registrados em oy 7,93 e 6,94 (cada sinal correspondendo a dois &tomos de hidrogénio)



apresentam a mesma constante de acoplamento aparente (J = 8,8 Hz), sendo atribuidos a &tomos
de hidrogénio aromaticos em atomos de carbono adjacentes.

Os sinais simpletos em &4 6,78 e 6,53 (cada sinal correspondendo a um hidrogénio)
podem ser atribuidos a atomos de hidrogénio aromaticos ndo adjacentes a carbonos
hidrogenados. Os sinais em &y 4,88 (m; OH-4), 4,87 (m; OH-17), 4,61 (m; OH-2" ¢ H-3"), 4,49
(s; OH-6"), 4,05 (s; H-2"), 3,70 (m; H-67), 3,38 (m; H-6), 3,17 (m; H-17, H-5”, H-4” ¢ OH-5")
podem ser atribuidos atomos de hidrogénio de grupos hidroxila e/ou de carbonos carbinolicos,
caracteristicos de carboidratos.
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Figura 1V.12. Espectro de RMN de *H de F-05 (400 MHz; DMSO-d6).
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A Figura 1V.13 apresenta o espectro de RMN de **C e subespectro DEPT 135° de F-05.

O sinal em & 181,9 poder ser atribuido ao carbono ligado a carbonila de cetona conjugada a



sistema m. Os sinais de carbono ndo-hidrogenado em & 163,5, 163,2, 161,1, 160,6 e 156,1
podem ser atribuidos a atomos de carbono ndo hidrogenado aromaticos ligados a oxigénio. Os
sinais em ¢c 128,4 e 115,9 (ambos os sinais correspondendo a dois atomos de carbono mono-
hidrogenado e sdo caracteristicos de anel aromético 1,4-dissubstituido). Os sinais em & 121,0,
102,7 e 93,5 (cada sinal correspondendo a um carbono) podem ser atribuidos a atomos de
carbono mono-hidrogenado de outros anéis aromaticos. Os sinais em o 108,8 e 103,3
correspondem a atomos de carbono ndo-hidrogenado de anéis aromaticos. Os demais sinais sdo
caracteristicos de atomos de carbono carbindlico, registrados em & 81,5, 78,9, 73,0, 70,5, 70,1 e
61,4. Os dados de IV e de RMN de 'H e de **C indicam que F-05 apresenta uma estrutura
flavonoidica com anel B 1,4-dissubstituido, com uma dupla ligacao entre C-2 — C-3 no anel C, e

0 anel A trissubstituido.
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Figura 1V.13. (A) Espectro de RMN de **C e (B) subespectro DEPT 135° de F-05 (100 MHz;

DMSO-d6).



A Figura V.14 apresenta 0 mapa de contornos HSQC de F-05. O sinal de hidrogénio em
on 7,93 (H-2°/6") correlaciona-se com o sinal de carbono em o&¢ 128,4 (C-2°/6). O sinal em Jy
6,94 (H-3°/5’) correlaciona-se com com o 1159 (C-3°/5%). O sinal em oy 6,78 (H-3)
correlaciona-se com o sinal em & 102,7 (C-3). O sinal em &4 6,53 (H-8) correlaciona-se com o
sinal em &c 93,5 (C-8). O sinal em 6y 4,61 (H-17) correlaciona-se com o sinal em & 73,0 (C-17).
O sinal em oy 4,05 (H-2") correlaciona-se com o sinal em & 70,1 (C-2”). O sinal em oy 3,17 (H-
3”, H-4” ¢ H-5") correlaciona-se com 0s sinais em & 78,9 (C-3”), 81,5 (C-4”) e 70,5 (C-5").
Finalmente, os sinais em &y 3,70 (H-6"a) ¢ 3,38 (H-6"b) correlacionam-se com o sinal em o&c

61,4 (C-6”).
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Figura IV.14. Mapa de contornos HSQC de F-05 (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz; DMSO-d6).

A Figura V.15 apresenta 0 mapa de contornos HMBC de F-05. O sinal de hidrogénio em
op 13,55 (OH-5) correlaciona-se com os sinais de carbono em ¢&c 102,7 (C-3), 108,8 (C-6) e

160,6 (C-5), estas correlacdes indicam que o sinal em &y 13,55 corresponde a uma hidroxila de



fenol com ligagdo de hidrogénio com o oxigénio carbonilico, descartando ser atribuido a um
grupo acido carboxilico. O sinal de hidrogénio em &y 10,41 (OH-4") correlaciona-se com o sinal
de carbono em ¢ 115,9 (C-3°/5”), indicando a presenga de uma hidroxila de fenol no carbono C-
4’ do anel B. O sinal de hidrogénio em &y 7,93 (H-2°/6’) correlaciona-se com 0s sinais de
carbono em & 163,5 (C-2) e 161,1 (C-4), indicando a conexdo entre os anéis C e B . O sinal de
hidrogénio em &4 6,93 (H-3°/5") correlaciona-se com o sinal de carbono em ¢ 121,0 (C-17). O
sinal de hidrogénio em oy 6,78 (H-3) correlaciona-se com os sinais de carbono em & 103,3 (C-
10), 121,0 (C-17), 163,5 (C-2) e 181,9 (C-4), indicando a posicao do carbono carbonilico. O sinal
de hidrogénio em &y 6,53 (H-8) correlaciona-se com os sinais de carbono em o¢ 103,3 (C-10),
108,8 (C-6), 156,1 (C-9), 163,2 (C-7), 181,9 (C-4). O sinal de hidrogénio em oy 4,61 (H-17)
correlaciona-se com os sinais de carbono em o&¢c 70,1 (C-2”), 108,8 (C-6), 160,6 (C-5) e 163,2

(C-7), estas correlacBes indicam a presenca de hidroxilas fendlicas em C-7 e C-5, bem como do

carboidrato substituinte em C-6 no anel A.
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Figura IV.15. Mapa de contornos HMBC de F-05 (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz; DMSO-d6).



A Figura IV.16 mostra 0 mapa de contornos COSY de F-05. O sinal em &4 7,93 (H-2°/6)
correlaciona-se com o sinal em &y 6,93 (H-3°/5). O sinal em &y 4,88 (OH-3"/4") correlaciona-se
com o sinal em &y 3,17 (H-3/4”). O sinal em oy 4,61 (H-1") correlaciona-se com 0 sinal em oy
4,05 (H-2”). O sinal em oy 4,49 (OH-6") correlaciona-se com 0s sinais em oy 3,38 (H-6), 3,70
(H-6”). O sinal em &y 4,05 (H-2”) correlaciona-se com os sinal em oy 3,17 (H-3”). Estas
correlacdes dos sinais na regido entre oy 4,61 e 3,17 indicam que os carbonos carbinélicos

encontram-se conectados sucessivamente, caracteristicos de carboidratos de cadeia aliciclica.
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Figura IV.16. Mapa de contornos COSY de F-05 (400 MHz; DMSO-d6).

Os dados de IV e de RMN (1D e 2D) indicam que F-05 trata-se uma flavona inédita
denominada de 6-C-hexa-hidroxi-apigenina (34). A literatura registra uma C-glicosideo
estruturalmente muito semelhante a 34, diferindo na posi¢cdo do glicosideo no anel A do

esqueleto flavonoidico e da existéncia de uma hidroxila em C-4’, denominado de homo-orientina



(35).% A literatura ndo registra dados de RMN de 35, ndo permitindo fazer uma comparacéo de

seus dados com aqueles obtidos para 34, que estdo mostrados na Tabela IV.2.




Tabela IV.2. Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e de *3C de F-05

Atomo Experimental DMSO-d6
dc (ppm) 4 (ppm) & OH (ppm)
1 - - -
2 163,5 - -
3 102,7 6,78 -
4 181,9 - -
5 160,6 - 13,55
6 108,8 - -
7 163,2 - 10,64
8 93,5 6,53 -
9 156,1 - -
10 103,3 - -
& 121,0 - -
2’ 128,4 7,93 -
3 115,9 6,94 -
4 161,1 - 10,41
5 115,9 6,94 -
6’ 128,4 7,93 -
17 73,0 4,61 4,61
2” 70,1 4,05 4,05
3” 78,9 3,17 4,88
4” 81,5 3,17 4,88
5” 70,5 3,17 3,17
6” 61,4 3,70 e 3,38 4,49




CAPITULO V:

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste de Atividade Antimicrobiana das Fragdes das Folhas de Echinodorus

macrophyllus



1. Teste de Difusdo em Agar

O Extrato Hexanico (EHp) e o Extrato Etanolico (EE,) das folhas de Echinodorus
macrophyllus Mich. foram submetidos aos testes de difusdo em agar. A Tabela V.1 apresenta os
resultados dos testes de difusdo em agar com diferentes espécies de bactérias (Staphylococcus
aureus ATCC 29212; Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia
coli ATCC 25922 e Citrobacter freundii ATCC 8090) e uma espécie de fungo (Candida
albicans ATCC 18804). Os testes ndo indicaram atividade antimicrobiana para extratos testados

frente a B. cereus, E. coli, C. freundii e C. albicans. Porém, ambos 0s extratos apresentaram uma

atividade bactericida frente a S. aureus e B. subtilis.

Tabela V.1. Resultados de testes microbiolégicos de halo de inibicdo de EH e EE das folhas de

E. macrophyllus frente a diferentes espécies de bactérias e a uma espécie de fungo

Microorganismo EHp EEo
Staphylococcus aureus® Positivo Positivo
Bacillus cereus® Negativo Negativo
Bacillus subtilis® Positivo Positivo
Escherichia coli® Negativo Negativo
Citrobacter freundii® Negativo Negativo
Candida albicans® Negativo Negativo

@ Controle: Cloranfenicol 30 g

®) Controle: Miconazol 30 pg




Apbs determinar quais microrganismos foram sensiveis a EHg e a EEy, 0 teste de difusao
em agar foi realizado novamente para 0s mesmos extratos, porém submetidos as diferentes
energias de irradiacdo gama. Os testes foram realizados em duplicata e a Tabela V.2 apresenta 0s
resultados de halo de inibicdo dos extratos hexanicos (EH) e dos etandlicos (EE) submetidos a
irradiacdo gama nas energias de 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy (EH;, EH3, EHs, EH1p, EHy,

EE, EE3, EEs, EE1g e EE», respectivamente), comparado com EHy e EE,.

Tabela V.2. Resultados de testes microbioldgicos de halo de inibicdo frente a Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis dos EH e EE das folhas de E. macrophyllus submetidas a diferentes

energias de irradiacdo gama

Amostra Staphylococcus aureus Bacillus subtilis
Experimento 1 | Experimento 2 média Experimento 1 | Experimento 2 média
(mm) (mm) (mm) (mm)
EHo 9,34 7,55 8,45 10,79 8,86 9,83
EH; 7,64 7,51 7,58 9,71 9,57 9,64
EH3 7,38 6,98 7,18 9,72 9,73 9,73
EHs 8,18 7,17 7,68 9,61 9,83 9,72
EHio 7,64 7,94 7,79 7,73 9,18 8,46
EHyo 7,00 8,20 7,60 9,91 9,56 9,74
EE, 7,48 7,28 7,38 9,43 10,84 10,14
EE; 9,12 9,21 9,17 10,34 12,07 11,21
EE; 9,64 9,26 9,45 10,97 11,07 11,02
EEs 8,45 9,01 8,73 9,66 10,11 9,89
EEio 8,83 8,73 8,78 10,21 9,66 9,94
EE2 8,88 9,28 9,08 941 9,81 9,61
Controle 33,79 31,67 32,73 27,99 31,76 29,88

Controle: Cloranfenicol 30 pg



Pela Tabela V.2, percebe-se que os extratos das folhas de E. macrophyllus possuem uma
atividade bactericida bastante significativa, apesar de apresentar-se em apenas 1/3 da atividade
do controle, possivelmente hidrossolubilidade e quantidade dos fitoconstituintes presentes na
amostra devem ser levadas em consideracdo. O meio (&gar) contido na placa de petri € aquoso,
portanto compostos hidrossollveis apresentam maior solubilidade na placa (possuem maior
difusdo). Dessa forma, valores maiores de halo de inibicdo podem ser obtidos com compostos
polares. Por sua vez, o controle positivo apresenta cloranfenicol (100%) e os extratos sdo
constituidos de uma grande variedade de compostos que apresentam substancias ativas em uma
porcentagem minima. Dessa forma, os valores dos halos de inibicdo dos extratos tendem a ser
menores que o halo do controle utilizado.

Ao analisar a influencia da irradiacdo gama (Tabela V.2), nota-se que frente ao B. subtilis
tanto os EH quanto EE a atividade bactericida ndo é alterada. Porém, frente ao S. aureus, uma
diminuicdo da atividade antibacteriana é observado para EH e, no geral, com o aumento da
energia de irradiacdo gama ha uma diminuicdo da atividade. O contrario é observado no EE,
verifica-se um aumento de atividade para todas as amostras irradiadas com irradiagdo gama.

Mais estudos sdo necessarios para o completo entendimento do fato observado.



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS



1. Analise Fitoquimica

A analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) da fracdo fenolica (FF),
alcaloidica (FA) e saponinica (FS) das folhas da espécie Echinodorus macrophyllus (chapéu-de-
couro) indicou a presenca de 19 compostos fenolicos, um alcaloide e duas saponinas. A grande
quantidade de compostos fenolicos nas folhas sugere que as propriedades medicinais alegadas a
espécie estejam relacionadas a essa classe de compostos.

Além disto, a analise por CLAE permitiu verificar também que o uso da irradiacdo gama
para descontaminacdo do material vegetal provoca alteracbes na composicdo quimica de FF, FA
e de FS. No geral, verifica-se diminuicdo da concentracdo dos constituintes das fracoes
flavanoidicas submetidas a irradiagdo gama com energias de 0, 1, 3, 5, 10 e 20 kGy (FFo, FFy,
FF;, FFs, FF10 e FF) quando ocorre o aumento da energia desta irradiacdo. Porém, o pico 2
(TR = 3,40 min) do cromatograma de CLAE mostra um aumento de concentragdo com o
aumento da energia de irradiacdo gama, indicando tratar-se de um produto radiolitico. O extrato
FFo foi submetido a fracionamento por CLAE semi-preparativa, resultando no isolamento de
dois compostos. As analises por IV e RMN (1D e 2D) desses compostos indicaram tratar-se do
acido trans-feralico, isolado pela primeira vez na espécie, e da flavona 6-C-hexa-hidroxi-
apigenina, cuja estrutura € descrita pela primeira vez na literatura.

A anélise por CLAE das fracdes alcaloidicas FAo, FA;1, FAs, FAs, FA1p e FAy indica
uma variagdo da concentragdo do componente correspondente ao pico 2 (TR = 3,88 min) do
cromatograma. Porém, a variacdo de concentragdo da substancia representada por esse pico nao
se correlaciona com o aumento da energia da irradiagdo gama. Além disto, o pico 3 (TR = 4,49
min) aumenta sua propor¢do a energias maiores de irradiacdo gama, indicando tratar-se também
de um compostos radiolitico.

A andlise por CLAE de FSo, FS;, FS3, FSs, FSip € FSy indica um aumento de

concentragdo do pico 1 (TR = 5,75 min) com irradiacdo gama a 1 e 5 kGy e diminuicdo de



concentragdo com irradiacdo gama a 3, 10 e 20 kGy. A intensidade do pico 2 (TR = 7,95 min)
diminui e, até mesmo, desaparece sob irradiacdo gama a partir de 1 kGy, mostrando ser uma
saponina bastante instavel sob esses condigdes.

Estes resultados dao importancia e justificam a continuidade do trabalho fitoquimico,
com a analise das fracbes apolares, bem como o estudo das fragdes polares que ndo foram
estudadas ainda e, principalmente, identificacdo dos possiveis produtos radioliticos formados a

partir do uso de irradiacdo gama.

2. Atividade Antimicrobiana

Os extratos das folhas de E. macrophyllus possuem atividade bactericida bastante
significativa, apesar de apresentar apenas 1/3 da atividade do controle frente a B. subtilis e
Staphylococcus aureus.

Apesar de ndo se verificar um efeito da energia da irradiacdo gama sob a atividade
bactericida dos extratos EH e EE frente a B. subtilis, EH mostra, no geral, uma diminuicdo de
atividade frente S. aureus e o contrario é observado no EE, cujas amostras irradiadas foram mais
ativas que a néo irradiada com irradiagdo gama.

Como perspectiva, pretende-se dar continuidade do trabalho fitoquimico de isolamento de
constituintes das fragGes ainda néo estudadas, bem como avaliar a atividade bioldgica in vivo e in

vitro de extratos, fragdes e constituintes que forem isolados.
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ANEXOS



Anexo A-1. Valores de tempo de retencdo (TR, min), &rea e altura dos picos registrados no

cromatograma de FF; a 280 nm

Energia de irradiacédo = 1 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 8,56 56.011,1 4.661,3
2 3,43 140.253,3 25.148,6 12 9,01 1.240.987,6 72.751,7
3 3,88 13.820,9 1.839,0 13 - - -

4 4,60 10.431,6 1.547,8 14 - - -

5 4,78 25.203,9 3.117,1 15 13,15 97.377,1 3.420,9
6 5,48 51.840,8 5.487,4 16 14,04 207.543,8 11.576,2
7 5,78 390.005,8 37.401,5 17 - - -

8 6,40 13.857,0 1.532,1 18 20,65 195.830,8 4.193,2
9 - - - 19 - - -

10 8,30 68.945,8 5.915,7

Anexo A-2. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FF3z a 280 nm

Energia de irradiagéo = 3 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 8,59 34.642,1 2.809,4
2 3,42 41.553,7 7.673,9 12 9,04 1.158.244,1 67.424,2
3 3,89 18.853,7 1.670,6 13 - - -

4 4,61 18.969,7 2.613,8 14 - - -

5 4,77 33.204,9 3.540,9 15 13,20 52.150,2 1.839,9
6 5,50 33.700,6 3.239,1 16 14,07 7.572,9 481,6
7 5,78 397.638,7 39.459,0 17 - - -

8 6,40 82.184,4 8.541,7 18 20,75 138.927,2 2.803,1
9 - - - 19 - - -

10 8,31 33.278,9 2.903,4




Anexo A-3. Valores de tempo de retengdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FFs a 280 nm

Energia de irradiacéo = 5 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 8,63 34.712,0 2.941,3
2 3,42 11.272,7 2.022,2 12 9,13 1.156.844,5 64.947,5
3 3,91 16.544,7 1.242,6 13 - - -

4 4,61 25.144.,6 3.362,0 14 - - -

5 4,80 19.149,7 2.234,7 15 13,35 102.576,9 3.358,2
6 5,51 49.390,5 4.891,2 16 14,17 55.536,4 2.989,2
7 5,86 370.307,7 34.733,6 17 - - -

8 6,43 105.185,7 11.078,0 18 21,02 209.490,7 3.633,9
9 - - - 19 - - -

10 8,36 51.885,1 4.354,6

Anexo A-4. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FFy5 a 280 nm

Energia de irradiagéo = 10 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 8,53 17.524,2 1.799,0
2 3,42 63.533,1 11.719,1 12 8,98 833.392,2 50.945,6
3 3,88 15.166,7 1.397,0 13 - - -

4 4,60 22.265,2 2.945,4 14 - - -

5 4,76 27.307,8 3.010,8 15 13,09 53.033,9 1.881,3
6 5,50 34.300,3 3.482,3 16 14,02 14.956,8 925,7
7 5,82 295.374,9 26.772,3 17 - - -

8 6,39 101.288,0 9.829,6 18 20,55 135.372,4 2.687,7
9 - - - 19 - - -

10 8,28 17.241,0 2.348,3




Anexo A-5. Valores de tempo de retencdo (TR, min), &rea e altura dos picos registrados no

cromatograma de FF,, a 280 nm

Energia de irradiagdo = 20 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 8,60 20.937,8 1.808,8
2 3,42 170.862,9 29.080,4 12 9,06 747.933,0 43.133,2
3 3,89 15.703,1 1.446,7 13 - - -

4 4,61 19.079,6 2.192,6 14 - - -

5 4,78 26.918,7 2.730,2 15 13,24 46.976,7 1.612,0
6 5,52 29.823,1 2.714,3 16 14,11 7.637,3 475,5
7 5,80 272.489,1 26.157,5 17 - - -

8 6,41 46.170,4 4.844,6 18 20,85 107.868,6 2.054,7
9 - - - 19 - - -

10 8,32 24.562,2 2.120,3

Anexo A-6. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FF; a 254 nm

Energia de irradiagédo = 1 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 - - -
2 3,43 150.922,2 28.273,5 12 9,01 1.089.722,8 62.324,4
3 3,88 13.883,3 1.674,1 13 - - -
4 - - - 14 - - -
5 4,78 29.935,7 3.325,9 15 13,12 79.375,4 3.024,2
6 5,52 89.194,8 8.579,4 16 14,04 777.917,8 43.544,1
7 5,78 538.279,1 52.521,7 17 - - -
8 - - - 18 20,65 145.881,0 3.921,8
9 - - - 19 - - -
10 8,30 37.574,5 3.306,3




Anexo A-7. Valores de tempo de retencdo (TR, min), &rea e altura dos picos registrados no

cromatograma de FF3 a 254 nm

Energia de irradiacéo = 3 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 - - -
2 3,42 52.220,1 10.090,9 12 9,04 1.007.583,1 57.755,3
3 3,88 16.232,0 1.448,1 13 - - -
4 - - - 14 - - -
5 4,77 42.428,4 3.682,3 15 13,18 44.506,7 1.670,2
6 5,54 41.569,5 4.870,1 16 14,08 36.949,0 2.069,9
7 5,78 453.007,7 51.452,7 17 - - -
8 - - - 18 20,74 108.302,1 2.633,2
9 - - - 19 - - -
10 8,31 18.383,4 1.632,0

Anexo A-8. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FFs a 254 nm

Energia de irradiacédo = 5 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 - - -
2 3,43 14.644,1 2.921,2 12 9,13 1.010.915,0 55.819,2
3 4,00 19.568,2 1.698,2 13 - - -
4 - - - 14 - - -
5 4,80 13.445,2 1.796,8 15 13,32 79.505,6 2.942,6
6 5,55 113.880,5 10.868,7 16 14,17 193.163,2 11.011,8
7 5,86 519.783,7 48.813,5 17 - - -
8 - - - 18 21,02 142.867,7 3.363,4
9 - - - 19 - - -
10 8,36 30.377,1 2.518,2




Anexo A-9. Valores de tempo de retencdo (TR, min), &rea e altura dos picos registrados no

cromatograma de FFip a 254 nm

Energia de irradiagdo = 10 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 - - -
2 3,42 170.818,8 32.019,0 12 9,06 679.307,9 37.346,8
3 3,89 13.005,9 1.176,6 13 - - -
4 - - - 14 - - -
5 4,78 32.073,9 2.676,5 15 13,22 40.261,3 1.477,0
6 5,54 74.694,3 7.212,8 16 1411 38.653,8 1.963,4
7 5,80 370.586,1 36.494,6 17 - - -
8 - - - 18 20,84 79.563,8 1.922,3
9 - - - 19 - - -
10 8,32 18.775,3 1.434,6

Anexo A-10. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FF, a 254 nm

Energia de irradiagéo = 20 kGy

Picos TR Area Altura Picos TR AR Altura
1 - - - 11 - - -
2 3,42 181.369,1 32.405,6 12 9,06 676.522,7 37.308,8
3 3,89 13.172,7 1.181,9 13 - - -
4 - - - 14 - - -
5 4,78 32.073,9 2.676,5 15 13,22 40.261,3 1.477,0
6 5,54 70.770,4 6.955,6 16 14,11 38.653,8 1.963,4
7 5,80 351.304,4 35.974,8 17 - - -
8 - - - 18 20,84 79.982,0 1.926,2
9 - - - 19 - - -
10 8,32 17.548,9 1.376,8




Anexo A-11. Valores de tempo de retengdo (TR, min), &rea e altura dos picos registrados no

cromatograma de FA; a 280 nm

Energia de irradiacédo = 1 kGy

Picos TR Area Altura
1 - - -
2 3,94 150.460,7 22.038,7
3 4,49 398.118,9 49.765,0

Anexo A-12. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FA3 a 280 nm

Energia de irradiacédo = 3 kGy

Picos TR Area Altura
1 - - -
2 3,87 78.622,1 10.914,8
3 4,42 140.022,6 17.330,6

Anexo A-13. Valores de tempo de retengdo (TR, min), &rea e altura dos picos registrados no

cromatograma de FAs a 280 nm

Energia de irradiacédo = 5 kGy

Picos TR Area Altura
1 2,82 340.220,2 57.839,4
2 3,90 192.594.6 25.617,2




Anexo A-14. Valores de tempo de retengdo (TR, min), &rea e altura dos picos registrados no

cromatograma de FApa 280 nm

Energia de irradiagéo = 10 kGy

Picos TR Area Altura
1 - - -
2 3,86 212.337,0 26.354,5
3 4,43 183.112,4 22.810,8

Anexo A-15. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FA;p a 280 nm

Energia de irradiacdo = 20 kGy

Picos TR Area Altura
1 - - -
2 3,88 118.637,2 15.536,1
3 4,44 140.361,3 18.017,7
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Anexo A-16. Cromatograma CLAE do solvente (agua) utilizado na diluicdo das amostras FS, a

210 nm.

Anexo A-17. Valores de tempo de retencdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FS; a 210 nm

Energia de irradiacdo = 1 kGy

Picos TR Area Altura

1 5,71 7.372.618,6 791.813,5




Anexo A-18. Valores de tempo de retengdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FSz a 210 nm

Energia de irradiacéo = 3 kGy

Picos TR Area Altura
1 5,78 2.020.650,1 245.554,8
2 - - -

Anexo A-19. Valores de tempo de retengdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FSs a 210 nm

Energia de irradiacédo = 5 kGy

Picos TR Area Altura
1 571 8.644.675,7 888.780,7
2 - - -

Anexo A-20. Valores de tempo de retengdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FS;o a 210 nm

Energia de irradiacdo = 10 kGy

Picos TR Area Altura

1 5,77 1.154.417,1 143.006,5




Anexo A-21. Valores de tempo de retengdo (TR, min), area e altura dos picos registrados no

cromatograma de FSy a 210 nm

Energia de irradiagdo = 20 kGy

Picos TR Area Altura

1 5,78 620.892,3 79.851,8




