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RESUMO

Os medicamentos de origem vegetal usados pela imegiopular apresentam normalmente
um elevado nivel de contaminacdo microbiolégica.istérm varios meétodos para a
descontaminacdo microbiana de produtos fitoter&peca radiacdo gama tem sido uma
alternativa, aumentando o tempo de conservacaaespéciesEchinodorus macrophyllys
Inga laurina e Eucalyptus grandiséo utilizadas pela populacéo brasileira pararsipgefins
medicinais. Neste trabalho foi investigado o efai®@ radiacdo gama sobre as fracdes
contendo compostos fendlicos, saponinas e alcal@de. macrophyllusO uso da radiacao
com a finalidade de descontaminacé&o microbiolégéa provoca mudancgas significativas na
composicao das amostras. Além disso, foi avaliatctangposicdo do Oleo essencial das folhas
dessas trés espécies apos serem submetidas daoadiags resultados obtidos ndo estédo
ligados diretamente a dose de radiacdo gama. @eusma dose de 10 kGy é suficiente para
total descontaminacdo das folhas Eehinodorus macrophyllusAtravés de um estudo
fitoquimico foi possivel identificar diversas sulrstias presentes no extrato em hexano
obtidos das folhas d&. macrophyllus além de isolar e identificar estruturalmente dois
triterpenos: estigmasterolfesitosterol. Por sua vez na fracdo contendo corapdsnolicos
foram identificados &cidarans-aconitico, acidotransferulico, acido cafeoiltartronico,
isovitexina e isoorientina. Os extratos e substngsoladas dé. macrophyllusforam
submetidos a testes de atividade antioxidante pquestro do radical DPPH e atividade

antioxidante total, mostrando alto poder antioxidan

Palavras-chaves:Echinodorus macrophylludnga lauring Eucalyptus grandisRadiacéo

gama, Extrato em hexano, Compostos fendlicos, ddnle antioxidante.



ABSTRACT

The plant materials are usually used in the poputedicine with a high degree of
microbiological contamination. There are severathods for microbial decontamination of
herbal products and gamma radiation has been amaiive which also increases storage
time. Echinodorus macrophyllysnga lauring and Eucalyptus grandisare used by the
Brazilian population for various medicinal purpaskesthe present study the effect of gamma
radiation on fractions containing phenolic compajrakaloids and saponins from leaves of
E. macrophyllusvas investigated. The use of radiation to microtdéezontamination does not
cause significant changes in the composition ofstmaples. Furthermore, the composition of
the essential oil of leaves of these three spewessevaluated after radiation and the results
obtained are not directly connected to the dosganima radiation. A dose of 10 kGy was
sufficient for complete decontamination of the lkeswfEchinodorus macrophyllu®ifferent
compounds were identified from the phytochemicadgtof leaves oE. macrophyllusThe
hexane extract mainly provided two triterpenesgmstisterol angb-sitosterol. The fraction
containing phenolic compounds providedns-aconitic acid,transferulic, cafeoiltartronic
acid, isovitexin, and isoorientina. Extracts andnpounds isolated fronE. macrophyllus
were submitted to tests of antioxidant activity $gavering the DPPH radical and total

antioxidant activity, showing high antioxidant pawe

Key Words: Echinodorus macrophyllysinga lauring Eucalyptus grandis gamma

Radiation, Hexane extract, Phenolic compounds,okidant activity.



APRESENTACAO



Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, cerca%ed80populacdo mundial fazem
uso de ervas e outras plantas medicinais (WHO, )2088n excelentes resultados em
assisténcia primaria a saude (Kosekial, 2002; WHO, 2002). No Brasil, a Associacéo
Brasileira de Fitoterapia estima em R$ 500 milh@esonsumo anual de plantas e
medicamentos fitoterapicos elaborados, apesar deaiar parte da producdo ser ainda
artesanal, localizada e ndo ocupar grandes areasto®.

O aumento progressivo da producdo de medicameritoterdpicos tem sido
acompanhado pela preocupacédo em relacdo a quatidatés produtos, tendo em vista que as
falsificacdoes e as adulteracdes sao frequenteshéal, 2004). Além disso, 0 meio onde
foram cultivados, os métodos, colheita, processtmeds-colheita, transporte, forma como
sdo embalados e armazenamento dos produtos natesaisam em elevados riscos de
contaminagcGes microbiologica e quimica, sendo oxipais fatores comprometedores da
qualidade e seguranca das ervas (WHO, 2003).

As toxinas naturais produzidas por microrganismesgntes em fitoterapicos podem
ser divididas em trés categorias: toxinas bactasiamicotoxinas e ficotoxinas (Bhatnagér
al., 2002). As patologias parasitarias como micosg8rsicas causadas paracoccidioides
brasilienses infeccbes causadas por bactérias do gésaimonellae microrganismos
associados ao processo de extracdo/beneficiamenpdadtas podem produzir substancias
nocivas aos seres humanos (¥ual, 2004). Algumas bactérias da familia Bacillaceae,
presentes em plantas usadas para preparacao des@bagsistentes as condi¢cbes térmicas
aplicadas em infusdes (Sebal, 2007).

A contaminagdo fangica pode resultar na producamidetoxinas, sendo detectada em
varias plantas medicinais e alimentos (Batettal, 2002). A incidéncia dessas toxinas em
produtos agricolas representa um grande impactatimegna economia das regides afetadas
(Rustom, 1997; Batistat al, 2002). Essas toxinas provocam resposta toxicammais,

mesmo quando ingeridas em baixas concentracbesexpwsicdo aguda ou crOnica, as
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micotoxinas podem provocar cancer, toxidez reralyroiogica e imunossupressao (Bennett
& Klich, 2003). Os fungos do génefeusariumsao descritos como patdgenos de plantas,
produzindo micotoxinas antes e apo0s a colheita. @ vez, os fungos dos géneros
Aspergillus e Penicilium sdo contaminantes de alimentos durante a secagem e
armazenamento.

O processo de prevencao e controle das micotoxidasapresenta ainda um modelo
seguro e eficaz. O tratamento por radiacdo gandeogsterilizacdo) tem sido uma alternativa
para aumentar o tempo de conservacdo/armazenarpelatobloqueio do brotamento de
bulbos, atraso da maturacdo e diminuicdo da contgy@o microbiologica de alimentos e
produtos fitoterapicos. Por meio dessa técnica, abenal vegetal é submetido a doses
controladas de radiacdo ionizante, reduzindo & floicrobiana, sem afetar a qualidade
terapéutica do material. A radiacdo a doses dd@tkGy (sendo que 1 kGy = 1 joule de
energia absorvida por massa em kg de materialiadayl foi eficiente no tratamento de 17
ervas medicinais, reduzindo em 99,998% a conta@m@pr bactérias aerdbias, fungos e
leveduras, sem causar alteracdes significativasues atividades bioldgicas (Migdet al,
1998). Algumas ervas foram radiadas a doses d201€,30 kGy, sem alteracdo de suas acdes
terapéuticas. A maioria das ervas ndo sofreu glerada concentracdo de compostos
fendlicos e taninos quando submetidas a radiacises de 10 kGy (Koseét al, 2002). Da
mesma forma, a radiacdo gama nao causou degrasigg#tativa deS-caroteno (Koseket
al., 2002). No estudo da contaminacgdo fangica e ddugéo de micotoxinas em frutas, a
presenca de acido penicilicd),( patulina ), acido ciclopiazénico 3), citrinina @),
ocratoxina A 9) e aflatoxina B1 ), Figura 1. (p. 8), tem sido verificada em frutés.
radiacdo dessas frutas a doses de 1,5 a 3,5 kGpuiinsignificantemente a microbiota
fungica e a producdo de micotoxinas decresceu caom@ento da dose de radiacdo (Migdal

et al, 1998).



Em 1983, a comissao doodex Alimentariusprovou a radioesterilizacdo de alimentos
a doses abaixo de 10 kGy e, atualmente, 52 paiifiegara essa técnica para fins comerciais
(Aziz & Moussa, 2002). No Brasil, a Agéncia Nacibda Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aprovou em 2001 a radioesterilizacdo de alimentidgsas nao estipuladas, desde que sejam
suficientes para alcancar a finalidade pretendidacecomprometer a integridade do produto.
Em 2004, a ANVISA exigiu o registro de controle dealidade de medicamentos
fitoterapicos, incluindo a pesquisa de eventudeyagoes estruturais da matéria-prima (droga
vegetal).

O Instituto de Defesa do Consumidor alerta sobreosicestudos que relatam a
contaminacdo de alimentos por produtos radioliticosivos ao ser humano, formados a
partir de reacdes tanto de lipideos com oxigéniteoubtar quanto de decaimento causado
pelos efeitos diretos e indiretos da radiacdo (Skimal, 2009). De fato, certos
hidrocarbonetos volateis ausentes em alimentosrrethados s&o observados em alimentos
submetidos a radioesterilizacdo. Apoés radiacdoceente 60 kGy das fracdes lipidicas de
alguns alimentos a vacuo, foram identificados tgdrbonetos, aldeidos, ésteres metilicos e
etilicos, acidos graxos livres e 2-alquilciclobutaas, cujas concentracbes aumentam com a
dose e/ou temperatura da radiacdo (Nawar, 1986eiBehet al, 1993). Métodos de deteccao
padronizados e validados séo disponiveis para mailimentos (Letellier & Nawar, 1972).
Os hidrocarbonetos voléateis isolados da fracaditpi de alimentos irradiados podem ser
identificados por cromatografia a gas na fracaoaapdos lipideos (Nawaet al, 1990).
Compostos aromaticos, como o 1,3-bis(1,1-dimdiethzeno T, Figura 1, p. 8), tém sido
apontados como marcadores de alimentos irradid@Esee, 2002).

Apesar de o Ministério da Saude do Brasil ter r@gentado em 1995 os
procedimentos para a producdo de medicamentoserfifmtos, a farmacovigilancia é
incipiente e, praticamente, inexistente e a proolug@ tem controle sanitario apropriado.

Além da poeira, outros contaminantes podem levadegenvolvimento de quantidades
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significativas de esporos de bactérias e fungosfienerapicos (Secet al, 2007). Como
resultado, as plantas comercializadas para fingamads no Brasil sdo normalmente de ma
qualidade. Desde 1999, com a proibicdo do uso dBde etileno na descontaminacéo de
qualquer produto que nao seja objeto de uso mduispialar (Portaria Interministerial n°®
482 dos Ministérios da Saude e do Trabalho), a @uysor tecnologias seguras de
descontaminacdo microbiologica é de grande interessnercial. Varios métodos de
desinfeccdo tém sido sugeridos, tais como o usoradéacdo eletromagnética, pulso
fotodinamico e tratamento com @CEntretanto, a radioesterilizacdo apresenta-seocam
alternativa mais adequada e segura para a desdpat@m de produtos alimenticios e
fitoterapicos (Seet al,, 2007).

No Brasil, a radioesterilizacdo esta prevista geslacdo, mas € pouco difundida (Shim
et al, 2009). Uma das razdes € a resisténcia do codsungievida a desinformacao,
principalmente sobre a seguranca do processo,dgdalinutricional do produto irradiado e
meétodos confidveis de deteccdo que possam ser gaajoe como padrédo (Bhattachargge
al., 2002). A exigéncia da legislacdo e do mercadswmidor pela correta rotulagem de
produtos radioesterilizados tem estimulado o estdeométodos de identificacdo desses
produtos para evitar a re-irradiacéo, controlaosedabsorvida e verificar o cumprimento dos
niveis minimos de exigéncia microbiolégica, além adatribuir para o maior controle e
ampliacdo do mercado internacional (ANVISA, 200imtket al, 2005b).

A andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficdén(CLAE) da fracdo fendlica
(FF), alcaloidica FA) e saponinicaHS) das folhas d&chinodorus macrophyllugchapéu-
de-couro”) submetidas a radiagdo gama mostrouagfies na composicdo quimica dessas
fracbes (Silva, 2010). Uma diminuicao de conce@made alguns componentes foi verificada
quando ocorre o aumento da energia de radiacao. ggonautro lado, alguns componentes

mostraram um aumento de concentracdo com 0 aunuentenergia de radiacdo gama,



podendo tratar-se de produtos radioliticos (SiR@1,0). Nesse estudo prévio foram isolados
também aciddransferulico @) e 6-C-hexa-hidroxi-apigeningdj, Figura 1 (p. 8).

Os resultados obtidos no estudo prévio acima citadiccaram a importancia e
justificaram a continuidade do trabalho com o estdas fracdes que, ainda, ndo tinham sido
estudadas fitoquimicamente para a espé&abinodorusmacrophyllus Neste contexto, o
presente trabalho tem como objetivo estabelecercaxlicbes experimentais para a
radioesterilizacdo de produtos fitoterapicds laurina e E. grandig, baseando-se na
metodologia aplicada ao estudo He macrophyllus No presente trabalho, a metodologia
desenvolvida para ao estudo He macrophyllusfoi aplicada no estudo de laurina e E.
grandis

No Capitulo | (INTRODUCAOQ) é apresentado inicialteenm levantamento sobre as
técnicas de descontaminacdo microbiana, principgbnesobre a radiacdo gama e as
alteracOes provocadas pelo uso dessa radiacaacaks organolépticas, na constituicdo de
terpenos, alcaldides, fendis e na atividade biokgPor fim, este capitulo descreve as
familias Alismataceae, Fabaceae e Myrtaceae, asr@&hachinodorus Inga e Eucalyptuse
as espécieBchinodorus macrophyllysnga laurinae Eucalyptus grandis

O Capitulo Il (PARTE EXPERIMENTAL) descreve os m@es e equipamentos
empregados nas analises cromatografica das fragdegtodo utilizado para contagem de
microrganismos presentes em amostras vegetais. Aliéso, este capitulo descreve o
isolamento e identificagdo dos constituintes des®lessenciais (CG-FID e CG-MS) e dos
métodos de andlise de cromatografia liquida de-efité€ncia (CLAE), analitica e
preparativa, e de caracterizacéo estrutural dosoftstituintes por espectroscopias nas regides
do Ultravioleta (UV), Infravermelho (IV) e RessogémMagnética Nuclear (RMN) 1D e 2D.
Finalmente, a andlise de atividade antioxidantesérita também.

O Capitulo Il (RESULTADOS E DISCUSSAOAnalise por CLAE das fracdes de E.

macrophyllus submetidas a radiacdo gandescreve as andlises por CLAE analitico das
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fracOes submetidas a radiacdo gama da espéti@odorus macrophyllysvidenciando as
principais alteracdes nos fitoconstituintes presenhas fracbes contendo compostos
fendlicos, alcaloidicos e saponinicos.

O Capitulo IV (RESULTADOS E DISCUSSAOXYleos essenciaisdescreve o
isolamento, identificacdo e quantificacdo dos Olessenciais que ndo foram submetidos a
radiacBdo gama e daqueles submetidos a radiacdo glmaespéciesEchinodorus
macrophyllusinga laurinae Eucalyptus grandis

O Capitulo V (RESULTADOS E DISCUSSAO)entificacdo e analise estrutural
fitoquimica de constituintes de E. macrophylidescreve o isolamento dos fitoconstituintes
das folhas deEchinodorus macrophyllupor CLAE preparativa. A analise estrutural dos
fitoconstituintes foi realizada a partir dos dadesuV, IV e RMN 1D (RMN déH, RMN de
13C e DEPT 139 e 2D (COSY, HSQC e HMBC).

O Capitulo VI (RESULTADOS E DISCUSSAO)Contaminacdo microbiana e
atividade antioxidantedescreve os ensaios bioldgicos: teste de congdaddnmicrobiana,
isolamento e identificacdo, além dos testes déatie antioxidante e anti-inflamatoria.

Os anexos apresentam os efeitos do uso de radjagén os dados com area, tempo de
retencdo e intensidades das frageesFA e FS submetidas a radiacdo gama (5,0, 10,0 e 20,0

kGy).
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1. Descontaminacao Microbiologica

Descontaminagcdo microbiana é a diminuicdo ou remdeamicrorganismos presentes
em um determinado material. As descontaminacfesohignas tém sido realizadas por
métodos fisicos e/ou quimicos que atuam principalen@a permeabilidade da membrana
celular do microrganismo, promovendo vazamento elo nteldo ou causando danos as
proteinas e aos acidos nucléicos. Os virus comages lipidicos sdo 0s menos resistentes,
seguidos pelas bactéridsram-positivas, virus sem envelopes, fungos, bacté@esm
negativas, protozoarios, cistos de protozoariospbactérias e endosporos de bactérias. Por
sua vez, 0s prions sdo 0s agentes patogénicos resstentes. A Tabela 1.1 mostra os
principais métodos de descontaminacdo microbiamatdiia et al, 2005; Murrayet al,

2006).

Tabela I.1. Principais métodos fisicos e quimicos utilizadosdescontaminacdes microbianas

Método Fisico Método Quimico
Calor umido Fenol e compostos fendlicos
Pasteurizacdo Biguanidas (clorexidina)
Calor seco Halogénios (iodo e cloro)
Filtracdo Alcoois
Refrigeracéo Metais pesados
Congelamento Agentes de superficie (sabdes e dates)
Liofilizac&o Acidos organicos
Alta presséo Aldeidos
Dessecagédo Esterilizantes gasosos
Pressao osmotica Peréxidos (agentes oxidantes)

Radiacdo ndo-ionizante

Radiacao ionizante

1.1. Radiacao lonizante
A energia presente na radiacdo ionizante é sup&rmmergia de interacdo dos elétrons
de um atomo com o seu ndcleo, sendo, portantaiesntie para promover (excitar) elétrons

de orbitais atbmicos ou moleculares em seus estaddamentais (Koselat al, 2002).
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O uso da radiacao ionizante na preservacao derdgbséiciou-se antes de 1920. Um
namero maior de pesquisas utilizando doses varidelaadiacao foi publicado somente entre
1950 e 1960, principalmente pelo exército amerigdmrehouse & Komolprasert, 2004).

A radiacao ionizante utilizada para a descontardimagicrobiana pode ser obtida pela
aplicacdo de raios gama (com radioisétop@®balto ou**’Césio), feixes de elétrons de alta
energia (com energia superior a 10 MeV, apreseatgudica penetrabilidade) ou raios-x
(com energia superior a 5 MeV). O principio da agélo consiste na formacéo de elétrons
energéticos que se localizam randomicamente emaaudatéria, resultando na geracdo de
ions moleculares energéticos. Dependendo da coidatex estrutural e da estabilidade do
ion molecular formado, estes ions podem captuédroals, dissociar-se ou, ainda, rearranjar
rapidamente em moléculas mais estaveis, atravéseagdes envolvendo ion-molécula
(Morehouse & Komolprasert, 2004).

O uso de radiacdo ionizante pode causar variasagldes na matéria, principalmente
alteraces quimicas por dois caminhos, consideraadanto efeitos primarios quanto efeitos
secundarios. Pelos efeitos primarios, os produdosoliticos podem ser formados como
resultado da absorcdo de energia direta pela mat@s efeitos secundarios ocorrem como
resultado da alta reatividade de radicais-livresomes excitados produzidos via efeitos
primarios. Esta alta reatividade dos intermediampasle favorecer varias reacdes, com
alteracdo quimica dos constituintes da materiajuzindo a formacao de substancias estaveis
(Morehouse & Komolprasert, 2004).

Devido aos avan¢os do uso da radiacdo ionizantgsvénétodos para investigar o
processo da radiacdo podem ser utilizados, destacan (i) espectroscopia de ressonancia
de spin de elétron (ESR), que quantifica a conaeatr dos radicais-livres formados na
matéria irradiada; (ii) termoluminescéncia, quengii@a a presenca de moléculas excitadas
através da emissdo de luz do material em aquearn@iit métodos fisicos, que se baseiam

em determinadas propriedades, tais como viscosidég® métodos quimicos, que
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quantificam os produtos radioliticos formados, @oemplo, pelo uso de Cromatografia a gas
(CG) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia @H); e (v) métodos biologicos, que se
baseiam nas alteragbes dos microrganismos viaviE§i&SH, 1999; Morehouse &

Komolprasert, 2004).

1.2. Radiacdo Gama

Os raiosy do espectro eletromagnético tém comprimentos de omuito pequenos e,
consequentemente, sdo de alta energia. Apesarpdecesso de prevencdo e controle das
micotoxinas ndo apresentar ainda um modelo seguadicaz (Pradoet al, 1999), o
tratamento por radiacdo gama (radioesterilizagém) gsido uma alternativa para aumentar o
tempo de conservacao/armazenamento, através doemodo brotamento de bulbos, atraso
da maturacdo e diminuicdo da contaminacdo micropich de alimentos e produtos
fitoterapicos (Pradet al, 1999a; Pradet al, 1999b).

A radiacdo gama possui algumas vantagens em redacédemais técnicas de radiacao
ionizante, pois apresenta alto poder de penetrdgixa reatividade quimica e baixos niveis
de residuos, resultando em um pequeno aumentometatura do material irradiado. Com
isso, 0 uso de radiacdo gama vem crescendo nawosltianos, principalmente para
esterilizacdo de produtos farmacéuticos (Huetng., 2010). Numerosos estudos estabelecem
que a radiacdo gama pode ser considerada radiaogide, microbiologicamente e
toxicologicamente segura.

Em 1999, mais de 30 paises empregavam radioesdeéih de produtos alimentares
para uso comercial (IGCFI, 1999). Em 2008, 52 gap@mitiam e empregavam a radiacao
gama em aproximadamente 250 produtos alimenti€bsn(et al, 2009). A Figura 1.1 (p.
13) apresenta os principais paises que fazem uabrente da tecnologia de radiagdo gama

em radioesterilizacao para fins comerciais.
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Cada pais possui uma legislacédo especifica pateoteanitario e, consequentemente,
estipula a dosagem de radiacdo para cada matkr@admunidade Européia determinou em
1999 o uso de doses de até 10 kGy. ORd8d and Drug Administration limitou o uso de
raiosy em até 30 kGy para ervas culinarias, sementeqet@®, vegetais e misturas de
substancias aromaticas de vegetais. Porém, panama@do ddClostridium botulinumo US
Army Natick Research and Development Laboratorgtgpelou dosagem de 41,2 kGy e, na
Africa do Sul, é permitido o uso de até 45 kGy dergia de radiacdo gama (Sukajal,

2006; Rajendrat al, 2006; Parlet al, 2010).

Ej Paises que aplicam radiacac de alimentos com propositos comerciais

D Ainda ndo aplicam radiacdo de alimento

Figura I.1. Principais paises que fazem uso da tecnologiadieg@o gama para fins comerciais em 1999.

2. Alteracdes Provocadas pelo Uso de Radiagdo gama

O uso de radiacao ionizante, principalmente raigsede diminuir a concentracdo de
alguns fitoconstituintes presentes nos fitoterdpic@diados, devido a formacédo de radicais-
livres. Porém, outros estudos mostram que, depeondea dose de radiacdo ionizante e da
propriedade do material, a radiacdo gama pode aameratividade fisiologica das células

vegetais e de microrganismos fotossintéticos. ératfio da atividade fisiologica € devida a
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alguns fatores, tais como, o aumento da proliferagiular, a melhora da taxa de germinacéo
e/ou crescimento e 0 aumento da resisténcia ags$StrRaiog- podem modificar também a
estrutura de enzimas presentes nos vegetais enddamo da dose de radiacdo, aumentar a
concentracdo de alguns fitoconstituintes (Kinal, 2005a; Zhwet al, 2010).

A diminuicdo da concentracao de alguns fitoconstiés no material irradiado pode ser
atribuida a efeitos indiretos e, em alguns casedeitos diretos da radiacdo. Alguns estudos
confirmam a formacdo de espécies reativas de oxig&RO), principalmente através da
radiolise de moléculas de agua, e de espécievasale nitrogénio (ERN). Essas espécies
atuam como radicais-livres e podem atacar e/ouadagroutras substancias presentes no

material vegetal, ou seja, através de efeitosetmbr(Adhikariet al, 2011).

2.1. Alteracdes Organolépticas

Estudos recentes mostram que raipedem aprimorar a qualidade sensorial de alguns
vegetais, principalmente por aumentar a quebrareeugsores e liberacdo dos glicosideos
responsaveis pelo aroma. Porém, a concentracdo amding, acido vanilinico,p-
hidroxibenzaldeido, acidp-hidroxibenzdéico e vanilina glicosilada (compostesponsaveis
pelo aroma) na espécianilla planiflora ndo foi afetada pelo uso da radiacdo gama e, dessa
forma, a qualidade sensorial da espécie néo fanapada (Kumaet al, 2010). Por sua vez,
alguns estudos citam alteracdes de cor em extratasais. Como exemplo, o extrato da
espécieHizikia fusiformisapresentou sua coloracdo escura alterada paraalaragéo clara

apos exposicao a radiacdo gama a dose de 10 kGydCi., 2010).

2.2. Alteracdes na Constituicao de Terpenos
Vaérios estudos mostram que o uso da radiacdo gama fanto aumentar quanto
diminuir a concentracdo de substancias terpénicamaterial vegetal, principalmente de

monoterpenos em O6leos essenciais. Substanciascdais a-pineno, sabineno, mirceno,
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limoneno ey-terpineno (Figura 1.2) teve suas concentracOesatadas em trés variedades de
Maroc late(laranjas) quando se faz uso de rai¢Belli-Donini & Baraldi, 1977; Moussaidt
al., 2004). O aumento da concentracdo dos terpengsradoss-eudesmola-eudesmol e
verbenona (Figura 1.2) foi verificado quando o okssencial déngelica gigasNakai foi
submetido a radiacdo gama (&ta@l, 2007).

Porém, outros estudos mostram uma diminuicdo dantigagle de O6leo esséncial
extraido dePiper nigrum(pimenta preta) (Piggott & Othman, 1993),Ridmoneno, mirceno
e de outros compostos volateis nos extratoSittas paradisquando submetidos a dose de 1
kGy (Vanamalaet al, 2007), aléem da degradacéo de linalol, antraniteg metila e citral

(Figura 1.2) foi verificada em cascasMaroc late(Moussaicet al, 2004).

b QRS

a-Pineno

Sabineno Mirceno Limoneno y-Terpino a-Eudesmol
H
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B-Eudesmol Verbenona Antranilato de metila

Linalol Citral

Figura 1.2. Estrutura quimica dos constituintes terpénicosgmtes em 6leo essencial de espécies vegetais.

2.3. Alteracao na Constituicdo de Alcaloides

A radiacdo gama provoca também alteracdes da cwacéa de alcaldides. O uso de
radiacdo gama em injecdes de morfina e efedrigu&il.3, p. 16), com a finalidade de
descontaminacao, resulta em suas decomposi¢coasraidido da atividade destes alcaldides
(Chakchir & Bobkov, 1978). Uma diminuicdo da cortcagdo de alcaldides (etilenoimina e

colchicina) (Figura 1.3; p. 16) ocorre também a@axexemplares das espécksganum
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harmala e Ageratum conyzoidea radiacdo gama (Agarwal & Verma, 1988; Gadzhigva
Faradzhev, 2007). Porém, o aumento da concentdugalcaldides hiosciamina e hioscina
(Figura 1.3) tem sido verificado quando exemplatas espéciebl. niger e D. stramonium
sdo submetidos a radiacdo gama. A radiacdo ganwaetas a biossintese dos principais
compostos que propiciam a atividade DBe stramonium espécie rica em compostos

alcaloidicos (EI-Hamidet al, 1966; Maliket al, 1972; Popiashvikt al, 2006).
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Figura 1.3. Estrutura quimica dos alcaléides identificados spéeies vegetais.

2.4. Alteracao na Constituicdo Fendlica

A enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL) € respoptapela biossintese de
antocianinas e compostos fendlicos. O uso da radigama aumenta a atividade desta
enzima, principalmente a doses que variam entree1260 kGy. O aumento do processo
enzimatico é mais pronunciado quando o materia¢tab@ armazenado por longos periodos
(HUSSAINet al, 2010).

Assim, o uso da radiacdo em ervas fitoterapicase fenbrecer a atividade antioxidante,

pelo aumento da concentragdo dos compostos fesplmparém, os raiog-podem tanto
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diminuir quanto aumentar a concentracdo dos corapdgnolicos, dependendo da dose
incidida. O uso de doses entre 8 e 10 kGy aumeobvacentracdo de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante em algumas espécies @lal, 2010; Choet al,, 2010).

Similar aos compostos fendlicos, a biossintese datocianinas € regulada
principalmente pela enzima PAL. O aumento da cdnaefio de antocianinas eRrunus
persicaBausch (péssego) foi verificado quando a amostrsutometida a radiacdo a dose de
1,1 kGy. Porém, a diminuicdo da concentracdo dstitoimtes fenolicos nesse vegetal foi
verificada a doses superiores a 10 kGy (Morehoud¢o®olprasert, 2004; Hussagt al.,
2008).

A diminuicdo da concentracdo de constituintes fenéle da atividade antioxidante em
extratos irradiados foi verificada recentementeangio as folhas deEchinodorus
macrophyllusoram submetidas as doses de 1,0, 3,0, 5,0, 12000ekGy. Esse fato mostra o

poder radioprotetor da espécie estudada (8ihed, 2012).

2.5. Alteracdo na Atividade Bioldgica

As atividades diurética, espasmolitica, colagogam@nto da secrecdo da bili),
digestiva, antibidtica, calmativa e anti-inflamaoiforam testadas para 10 preparacdes
fitoterapicas. Nesse estudo, foi mostrado que, seslade até 10 kGy, as preparacdes

apresentam acao terapéutica idéntica a do matédairradiado (Owczarczydt al, 2000).

3. A Familia Alismataceae

Alismataceae pertence a classe das Liliopsida (oaibedbneas), correspondendo, em
namero de espécies, a segunda maior classe dagspaginas (Cronquist, 1988) familia é
constituida por cerca de 100 espécies e 16 génemdre seus génerokchinodoruse
Saggitaria possuem as maiores diversidades especificas, afamede 45 e 35 espécies,

respectivamente (Judzt al, 2008). As plantas dessa familia sdo normalmagtgticas ou
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semi-aquaticas, sendo encontradas frequentementagas, pantanos, rios ou corregos de
agua doce. A grande maioria das espécies € carad@ipor plantas com raizes fixas na agua
ou em brejos e apresentam folhas eretas ou fl@siaséndo halofitas ou hidrofitas (Haynes
et al, 1998).

As espécies dessa familia sdo distribuidas amplemem todos os continentes e
apresentam poucas diferencas evolutivas entreesin@lo geral, as espécies sdo classificadas
por diferentes formas e, por isso, apresentam s/a&iaonimias (Lehtonen, 2009). Suas
espécies sdo usadas como fontes de alimentos @otb¥dpicos e na ornamentacdo de

aquarios e lagoas.

4. O GéneroEchinodorus

O géneroEchinodorusé constituido por plantas aquaticas e pantangiiascrescem
ocasionalmente submergidas, mas possuem folhadlazesténcias predominantemente
emersas, ou seja, sdo haldfitas (Haines & Holmsidiel 1986).

No Brasil, sdo encontradas 17 espécies, distribypdacipalmente nos Estados de Sao
Paulo e Minas Gerais e no Nordeste Brasileiro @atsal, 2006). No Nordeste, predominam
formas intermediérias; isto €, popula¢des hibragassentando individuos com caracteristicas
de duas ou mais espécies do género (Matias, 2007).

Poucos estudos fitoquimicos sobre espécies do @&muhinodorussao descritos na
literatura. A espécieEchinodorus grandiflorustem sido estudada, descrevendo-se
principalmente o isolamento de acidos graxos, jkteos, triterpenos e esterbéides (Tanaka,
2000). Nesta espécie, o diterpeno denominado dmdindico (0) Figura 1.4 (p. 19) é o
fitoconstituinte isolado em maior proporgéo no a&ixtretanolico das folhas e relacionado com

a atividade biolégica da planta (Tanadtal, 1997; Costat al, 1999).
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5. A EspécieEchinodorus macrophyllus
5.1. Caracteristicas Morfoldgicas

A espécieE. macrophyllusfoi descrita pela primeira vez por Micheli em 1881
(Lehtonen, 2009). As folhas sdo pecioladas, ovaibase cordiforme, agudas ou acuminadas
no apice, limbos inteiros, comprimentos entre 2Me&m e larguras entre 15 e 35 cm, com
superficie rugosa, aspera e de 11 a 13 nervurasigais na pagina inferior. O peciolo é
longo, coriaceo, medindo até 70 cm de comprimestio sulcos longitudinais e providos de
estrias longitudinais. As flores sdo brancas, héodaas, perfeitas, numerosas, dispostas em
racismos e alongadas (Oliveira & Akisue, 1991; ¢ eit al, 2007). A Figura |.4 apresenta

fotos de exemplares da espédeahinodorus macrophylluglich.

Figura 1.4. Exemplares da espédiehinodorus macrophyllug-ilho, 2010; Sobrinho & Silva, 2010).

5.2. Distribuigdo, Nomes Populares e Classificagagonomica
Os exemplares dessa espécie sdo encontrados néc@rmdérSul, principalmente no

Brasil e, mais precisamente, em areas alagadasalin@a, Cerrado e Mata Atlantica. Nos
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estados das Regides Norte (Roraima, Amapa e Poajeste (Piaui e Bahia), Centro-Oeste
(Mato Grosso), Sudeste (Rio de Janeiro, Sdo PaWbnas Gerais) e Sul (Parana), nos
estados coloridos (Matias, 2010) € conhecida popglate como “chapéu-de-couro”,

“congonha-de-bugre”, “congonha-do-campo” ou “ereabdigre” (Toledoet al, 2010). A

distribuicdo geografica da espécie esta apresentadepa da Figura 1.5.

Figura 1.5. Distribuicdo geogréfica da espé&iemacrophyllusio Brasil (Matias, 2010).

A Tabela I.2 mostra a classificacdo taxonémica sfgeieEchinodorus macrophyllus

Mich. de acordo com Cronsquist, em 1988

Tabela 1.2. Classificacéo taxonémica da espéeahinodorus macrophyllus

Reino: Plantae

Diviséo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida

Ordem: Alismatales

Familia Alismataceae

Género: Echinodorus

Espécie: Echinodorus macrophyllusglichelli
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5.3. Atividade Bioldgica

E. macrophyllus E. grandiflorussédo as unicas espécies do género que sao utdizada
na medicina tradicionak. macrophyllugfoi inscrita nas primeiras edicdes da Farmacopéia
dos Estados Unidos do Brasil (1929 e 1959), terdioretirada nas edicbes posteriores, pois
seu uso como fitoterapico depende do avanco desrestados (Leitet al, 2007).

E. macrophyllu$ uma planta medicinal que possui um amplo espémtmacologico,
apresentando atividades depurativa, emolientecadranti-sifilitica, antiofidica, diurética,
anti-reumatica, anti-inflamatéria e empregada mbatnento de aterosclerose e doencas de
pele, figado e das vias urinarias (litiase e r@fiTanaka, 2000). Apesar de poucos estudos
terem sido descritos na literatura, ha relatos cu#irmam os efeitos imunossupressor e
citotoxico em doses elevadas da planta (Leped, 2000; Pinteet al, 2007). Sob o ponto de
vista farmacoldgico, extratos aquosos da plantagfsiios imunossupressores. Estes efeitos
podem fazer parte do tratamento da resposta hurexaakrbada e/ou condicbes de resposta
imune celular em doencas imunoinflamatéria crond@encas autoimunes, transplantes e
enxertos.

Além disso, as folhas da planta séo utilizadas laomente por decoccdo com agua, na
forma de chas, tinturas ou em po, além da macedg@iaoma em etanol para uso topico em

feridas e no reumatismo (Matias, 2010).

5.4. Constituintes Quimicos Isolados de Echinodamasrophyllus

Até o presente, poucos estudos fitoquimicos s&brmacrophyllusforam realizados,
tendo sido identificados por testes quimicos rememtes das classes dos alcalbides,
glicideos, Oleos essenciais, &cidos organicosidsitieos e taninos.

Alguns estudos mostraram o isolamento e ident&icados diterpenosansfitol (11),
echinofilina A (L2), echinofilina B (3), echinofilina C 14), echinofilina D (5), echinofilina

E (16), echinofilina F 17), chapecoderina A1), chapecoderina B10), chapecoderina C
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(20), echinodolideo AZ1) e echinodolideo B2R), cujas estruturas quimicas sdao mostradas
na Figura 1.6. Os compostddl e 22 sao considerados derivados do acido equind@o
isolado da espécte. grandiflorus(Migdal et al,, 1998; Kobayastet al, 2000a; Kobayaslt

al., 2000b; Kobayastet al, 2000c; Shigemoet al,, 2002).

=2H;R,= - 13R;=2H;R,=0
12R;=2H;R,=0 CoH 1= o e
L .COH 15R, = 0: Ry= 2 H 2 16R;=0;R,=2H

S 14R;=2H;R,=0
COH 17R;=O;R,=2H

Figura 1.6. Estrutura quimica de fitoconstituintes isoladosdhinodorus macrophyllus.
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6. A Familia Fabaceae

A familia Fabaceae é uma das maiores dentre asleliémeas, com mais de 19.000
espécies distribuidas amplamente em todos 0s eotdii Seus representantes ocupam 0s
mais variados habitats (Lewist al, 2005), concentrando-se nas regides tropicais e
subtropicais, apresentando significativa riquezea @ composicado arborea das formacdes
florestais (Vitouselet al, 2002; Broughtoret al, 2003). Suas plantas sao de habito variado,
desde grandes arvores das matas tropicais a absstoarbustos, ervas anuais ou perenes
(Bell et al, 1978). No Brasil € uma das mais diversas e anird familias de plantas
superiores, presente praticamente em todos os biffitauseket al, 2002; Broughtoet al.,
2003).

A familia Fabaceae é constituida por vegetais queetem os mais diversos produtos
como alimentos, forragem para a criacdo de gadbst&ucias medicinais, pesticidas,

combustiveis e produtos industriais (Ottobetlal, 2011).

7. O Génerolnga

O nomelnga tem origem indigena no termo anga, que signifroat@pi "que possui
semente” (Possette & Rodrigues, 2010). O gérhega € um dos maiores géneros de
leguminosas com cerca de 400 espécies. Destasespéties sdo encontradas no Brasil,
sendo 93 espécies encontradas no litoral brasiiMeda & Felix, 2007). Com origem nas
florestas tropicais de baixa elevacdo do Brasiereke-se até o norte do Méxicimga
caracteriza-se basicamente por apresentar follrgsepadas, com nectario na raque foliar,
localizado entre cada par de foliolos e legume, c@mentes envolvidas por sarcotesta
carnosa e adocicada. Suas espécies apresentantigotazonémico no reflorestamento,
fitoterapia, producédo de energia e alimentacaotcfiznd et al, 1995; Morton, 1998;

Caramoriet al, 2008).
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8. A Espécidnga laurina
8.1. Caracteristicas Morfologicas

A espécielnga laurina é representada por arvores de até 15 m de albmaramos
cilindricos a levemente angulosos. Suas folhagpedmladas, vestigialmente aladas, glabras,
alas terminais pouco proeminentes, cuneadas, dasposrmalmente em perfil de “U”. A
planta apresenta 1-2 pares de foliolos elipticos mwectarios sésseis ou elevados até 1 mm de
altura, com inflorescéncias em espigas cilindricas. flores sao sésseis com calices
campanulados, corolas infundibuliformes e pétamsA® a 5 mm. Os frutos sao sésseis,
coriaceos, glabros, amarelos quando maduros eidnseexcentricamente nos pedunculos,
oblongos com sementes elipticas, verdes, adocieatamestivel. Floresce principalmente
entre 0s meses de setembro e novembro e frutifit ®s meses de dezembro e janeiro
(Machedoet al, 2007; Sous&t al, 2011). A Figura 1.7 apresenta fotos de exemplala

espécidnga laurina(SW.) Willd.

Y PR . ¥
& . kN g

-

Figura 1.7. Exemplares da espédigga laurina(SW.) Willd (Gilson, 2012).
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8.2. Distribuicdo, Nomes Populares e Classificagaaondémica

Inga laurinando € endémica do Brasil, sendo encontrada na @mesa;a Caatinga, no
Cerrado e na Mata Atlantica, principalmente nasid&sgNorte (Para, Amazonas e Acre),
Nordeste (Maranh&o, Ceara, Paraiba, Pernambucdi@)B&entro-Oeste (Goias, Distrito
Federal e Mato Grosso do Sul) e Sudeste (Minasisétapirito Santo, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro) nos estados coloridos (Matias, 2010). #triduicdo geografica desta espécie é
apresentada no mapa da Figura 1.8, sendo popultgneenhecida, no Brasil, como inga
branco e plantada amplamente como uma arvore dera@m areas urbanas (Machedal,

2007).

Figura 1.8. Distribuicdo geografica da espétiga laurinano Brasil (Matias, 2010).

A Tabela 1.3 (p. 26) mostra a classificacdo taxoic@ndla espécié laurina de acordo com

Cronsquist, em 1988
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Tabela |.3. Classificagédo taxondmica da espdaiga laurina

Reino: Plantae

Diviséo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae

Género Inga

Espécie: Inga laurina(SW.) Willd

8.3. Constituintes Quimicos Isolados de Inga laaenAtividade Biolbgica

Emboral. laurina seja importante na flora brasileira, seus coristi#ég quimicos e
bioquimicos sédo pouco conhecidos (Machetial, 2007). Galoil-depsideos derivados da
tirosina compreendem a grande maioria dos metabofénolicos encontrados nas folhas
jovens dd. laurina e apresentam consideravel atividade antioxidaetgdrao radical DPPH
quando comparados com a vitamina C (Venkatesetaaih, 2011). Outro metabdlito fendlico

encontrado nas folhas desta espécie é o flavomdidectina 3, Figura 1.9) (Lokvaret al,

2007).
OH
OH
HO ‘
OH
OH (@] 23

Figura 1.9. Estrutura da miricetina isolada tiega laurina

O inibidor de tripsina (ILTI) € um polipeptideo lado em sementes dolaurina. Este
tipo de inibidor forma complexos estaveis com msés alvo, bloqueando, alterando ou
impedindo o0 acesso ao sitio ativo da enzima. Hsteohstituinte pode estar envolvido nos
mecanismos de defesa deste vegetal contra praglaergas, além de ter um papel no
tratamento de patologias humanas, tais como naulagggp do sangue, hemorragia,
inflamacéo e cancer (Machedbal, 2007).
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9. A Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae pertence a ordem das Myrta@gdtiledbnea) e compreende
cerca de 133 géneros e mais de 3.800 espéciesalesapu arbustos que se distribuem por
todos os continentes, a excecdo da Antartica, roas rdtida predominancia nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (Wilsenal, 2001; Stefanell@t al, 2011). No Brasil,
Myrtaceae € uma das familias mais importantes,cseggresentada por aproximadamente
1.000 espécies em varias formacgdes vegetais (Reteit, 2012).

Representantes desta familia sdo fontes ricas enpasios biologicamente ativos
(Maciel et al, 2010). Varias espécies da familia Myrtaceae csdtivadas devido 0s seus
frutos comestiveis de raro sabor e gosto (Stefamtllal, 2011), além de seus efeitos no
tratamento de diarréias, antioxidante, hipolipidéme efeito larvicida dentre outros (Patk
al., 2011; Vieiraet al, 2012; Pereirat al, 2012; Araujcet al, 2014). Porém, outras espécies
da familia Myrtaceae estdo sob risco de extin¢ca@eaphrecendo da natureza antes mesmo

gue se tenha conhecimento basico de sua biolagiéngca (Pereirat al, 2012).

10. GéneroEucalyptus

Dentro da familia Myrtaceae, o génefucalyptus € economicamente 0 mais
importante, sendo composto por mais de 700 espésaadoset al, 2013). Muitas espécies
desse género apresentam taxa de crescimento rguldptabilidade a diferentes solos e
climas e resisténcia a estresses bidticos, aléfacilalade de propagacao. Especialmente no
Brasil, Chile, Africa do Sul, Portugal e india, adeira de espécies Eeicalyptusé utilizada
amplamente para a producéo de pasta de celuloapet (©liveiraet al, 2012). No Brasil,
arvores deEucalyptussdo as mais plantadas em projetos de reflorestameodendo ser
cultivadas em varios tipos de solo incluindo, s@oglos e pobres em nutrientes (Bihial,

2012).
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11. A EspécieEucalyptus grandis
11.1 Caracteristicas Morfoldgicas

A espécieEucalyptus grandi® representada por arvores possuindo cascas djzaaa
na base ou em flocos, de coloracéo cinza a matdoma. arvore adulta pode chegar a 50 m de
altura, embora alguns exemplares atinjam 80 mtdeaalApresenta folhas lanceoladas, verde
escuro brilhante e com 10 a 16 cm de comprimer2oae3 cm de largura. As folhas séo
dispostas alternadamente ao longo da ramos e odraecoriacea, com glandulas que
contém o6leos volateis perfumados. As flores braapasecem a partir de meados do més de
abril até agosto e estdo dispostas em grupos eexsmize cabecas de flor. As flores sdo em
forma de cone em botdo que medem de 5 a 8 mm dpricoemto e 4-7 mm de espessura,
sendo cobertas por uma membrana (Bababkl, 2013a; Babalolat al, 2013b; Santost
al., 2013). A Figura 1.10 apresenta fotos de exereplda espécieucalyptus grandislill ex

Maiden.

Figura 1.10. Exemplares da espédigicalyptus grandi§Smith, 2014).
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11.2. Distribuicdo, Nomes Populares e Classificatagonémica

A espécieEucalyptuggrandis pertencente a familia das Myrtaceae, € uma anatrea
da costa leste da Australia. No Brasil encontralistribuida em todas as regides: Norte,
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, nos estatto&los. A distribuicdo geografica dessa

espécie é apresentada na Figura IELIgrandisé conhecida popularmente, no Brasil, como

“eucalipto”, “calipe”, “eucalipto-prateado”, “eugpto-cheiroso”.

4
4

»

@

Figura I.11. Distribuicdo geografica da espé&acalyptus grandisio Brasil (Matias, 2014).

Eucalyptus grandi®® a espécie d&ucalyptusmais cultivada para fins comerciais,
especialmente no Brasil e na Africa do Sul (Samtbsl, 2013). A Tabela 1.4 mostra a

classificag@o taxondmica da espéeiggrandisde acordo com Cronsquist, em 1988

Tabela 1.4. Classificacéo taxonémica da espé€igcalyptus grandis

Reino: Plantae

Diviséo: Angiosperma

Classe: Dicotiledbnea

Ordem: Myrtales

Familia: Myrtaceae

Género Eucalyptus

Espécie: Eucalyptus grandislill ex Maiden
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11.3. Constituintes Quimicos Isolados de Eucalygtasdis e Atividade Bioldgica
Eucalyptus grandigem sido bastante estudado e suas folhas contémiterpenos
pentaciclicos: acido oleandlic®4), acido ursolico Z5), acido betulinico 46) e acido

maslinico 27) (Babalolaet al,, 2013a; Babalolat al, 2013b) (Figura 1.12).

24 25 26 27

Figura 1.12. Triterpenos pentaciclicos identificados nas foltl@Eucalyptus grandis.

Além disso, no caule dé. grandisforam identificados por CLAE-EM 26 compostos
fendlicos: acido quinica2@), galoilglicose 29), acido galico 30), acido protocatecuic@Y),
galato de metila32), digaloilglicose 83), catequina 34), acido galico-galoilglicose3p),
metil-floroglucinol-O-galoilglicose 86), cafeinato de isoprenil87), acido elagico hexosideo
(38), trigaloilglicose 89), galato de diepicatequind(), taxifolina @1), acido elagico42),
acido elagico pentosideatd), metil-floroglucinolO-digaloilglicose 44), acido dimetil-
elagico glicosideo 46), isoramnetina pentosidectq), isoramnetina raminosidec4 ),
floridizina (48), eriodictiol @9), quercetina §0), dimetil-hesperetina5(), cinamoil-galoil-
glicose b2), floretina 63). A Figura 1.13 (p. 31) mostra a estrutura quindcg compostos
identificados no caule deucalyptus grandis.

O odleo essencial extraido das folhas Elegrandis € relatado como anti-séptico,
desinfetante e antioxidante. A decoccéo das falleasa espécie € utilizada no tratamento de
gripe, constipacdes, dores de garganta e tubeec(Babalolaet al, 2013a; Babalolat al,

2013b; Soyingbet al., 2013).
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Figura 1.13. Estrutura quimica dos compostos identificados naulecade Eucalyptus grandis
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CAPITULO Il

PARTE EXPERIMENTAL



1. Equipamentos

As analises por cromatografia liquida de alta éficia (CLAE) em escala analitica
foram realizadas em cromatografo liquido SHIMADZ&gjuipado com duas bombas LC-
20AT, detector UV/VIS SPD-20A, software LCsolutionl.21 (SHIMADZU) e coluna
NSTC18, com dimensdo de 250 mm x 3,0 mm pn%, LC100111 (NST). Para analises
preparativas e conseguinte separacao de fitocanstis foi usado o cromatégrafo liquido
VARIAN PRO STAR, equipado com uma bomba PS210,atetdJV/VIS PS325, coluna
NSTC18, com dimensédo de 250 mm x 10,0 mm pnd LC280211 (NST) e software
GALAXIE v. 1.10.0.5550.

Apés os procedimentos preparativos, as amostrasnfdiofilizadas empregando o
equipamento TermoFisher SCIENTIFIC, FR-Drying Dagitnit. As determinacdes de ponto
de fusdo foram realizadas em aparelno METTLER FBRB®R H22439. As andlises por
espectroscopia de absorcdo na regido do Infraveom¢lV) foram realizadas em
espectrémetro Spectrum One (ATR) — PERKIN ELMER Ié&iras das absorbéancias para a
analise da atividade antioxidante foram realizaédas espectrofotdmetro UV-Visivel,
UVmini-1240, SHIMADZU.

A determinacdo das substancias presentes na fragadiexano deEchinodorus
macrophylluse nos 6leos essenciais foram realizadas por agdes CG-FID em aparelho HP
Gas Chromatography HP 5890, com detector FID. parsgdes foram realizadas em coluna
capilar Equity-5 (30 m x 0,25 mm com 0,261 de espessura) e as analises de CG-Massas em
aparelho SHIMADZU GC-MS QP5050A, equipado com calwapilar DB-5 (30 m x 0,25
mm com 0,25um de espessura) acoplado ao detector de massas.

As analises por espectroscopia de Ressonancia kiznduclear (RMN) foram
realizadas em espectrometro BRUKER DRX-400 IlinAXANCE Os deslocamentos

guimicos foram registrados em unidadem ppm e as constantes de acoplamento esdalar (
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em Hz. Tetrametilsilano (TMS) foi empregado comalrfa de referéncia interna, tendo
DMSO-ds como solvente.

As amostras foram submetidas a radiacdo gama, ntbraCde Desenvolvimento da
Tecnologia Nuclear — CDTN, no radiador Gama - @elh fonte de irradiacéo ¢&Co. A

taxa de dose da radiacdo gama foi de 2,50 kGy/heroorde + 0,02 kGy.

2. Contaminacao Microbiana
2.1. Contagem de Microrganismos Presentes em Aasogigetais

As folhas da espécieé. macrophyllusoram submetidas a doses de radiacdo gama de
0,0, 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy. Uma massad@emrig do material vegetal foi misturada a
10 mL de caldo Sabouraud, preparada previamentey (8@ caldo para 1 L de agua). A
solucéao foi agitada vigorosamente durante 1 h,gesmd seguida, diluida com auxilio de uma
pipeta esterilizada (1 mL da solucdo em tubo daierontendo 9 mL de agua esterilizada).
A diluicédo foi homogeneizada e repetida, obtendouseo diluicdes seriadas.

Um volume de 0,1 mL foi retirado de cada diluicaespalhado por toda a superficie de
placas contendo Agar Sabouraud, utilizando alcBritgalski e, em seguida, encubada para
favorecer o crescimento microbiano. Todo o procedim foi realizado em duplicata (Santos
et al, 2006).

As colbnias foram contadas e as unidades formaddeasolbnias WFC) foram

calculadas para todas as amostras submetidasagdadjama, de acordo com a Equacao 1.

UFC = (n° de col6nias) x 10 x (diluicao utilizadag a contagem) (2)
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2.2. Obtencédo dos Microrganismos e ldentificacae Bapécies

Os fungos foram isolados usando al¢ca de Henlensfénados para outra placa contendo
Agar Sabouraud, sendo aplicados em quatro pontptada. Este procedimento é conhecido
como isolamento e purificacdo dos microrganismos.

Apoés estarem totalmente puros, os fungos foransfeados para tubos de ensaios

contendo Agar Sabouraud e armazenados em geladeira.

3. Metodologia Fitoquimica
3.1. Material Vegetal
3.1.1. Echinodorus macrophyllus

As folhas deE. macrophyllugoram adquiridas no Mercado Central de Belo Horigon
em agosto de 2010, coletadas previamente no MimidgpEsmeraldas (MG). Uma exsicata
da espécie vegetal encontra-se depositada no kedminstituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal de Minas Gerais, sob o cOBgtCB 28.557.

3.1.2. Inga laurina

As folhas del. laurina foram coletadas no Municipio de Uberlandia (MG)tuale
18°55'53” S e longitude 48°16'23” W, em janeir@ @012. Uma exsicata da espécie vegetal
encontra-se depositada no Herbario da Universidradkeral de Uberlandia sob o cédigo:

Voucher n° 61752.

3.1.3. Eucalyptus grandis
As folhas deE. grandisforam coletadas na fazenda Quilombo no Municipidvdate
Alegre de Minas (MG) latitude 19°00'24,28" S edidbmde 48°43'21,18" W, em fevereiro de

2013.
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3.2. Obtencéo dos Extratos em Hexano e Etanolabad de E. macrophyllus

As partes aéreas @ehinodorus macrophyllu®ram submetidas a secagem em estufa
por aproximadamente uma semana, a temperatura déd#® °C. O material vegetal foi
pulverizado em moinho de esferas, obtendo-se asamasdicadas na Figura Il.1. As partes
aéreas pulverizadas (1532,20 g) foram colocadasiranerlenmeyer de 5 L e adicionou-se
hexano (Hex) até submergir todo o material puheeliz A extracdo foi realizada a
temperatura ambientf@d8 a 24 °C)or sete dias. A mistura foi filtrada em funil daqa de
vidro sinterizado. Posteriormente, a solucdo hesdio material vegetal foi concentrada,
empregando-se evaporador rotativo a temperatugpaximadamente 60 °C e obtendo-se,
apos evaporacdo do solvente, o extrato em hexaHp 32,9746 g). A torta obtida no
processo de preparacdo do extrato em hexano fonetida a nova extracdo com etanol

(EtOH) a frio, obtendo-se o extrato em etanol (81460 g).

Material vegetal pulverizado
(1532,20 g)

Extracao a frio com hexano

Extrato em Hexano (EH) Torta
(32,9746 ¢

Extracéo a frio com etanol

Extrato em Etanol (EE)
(98,1460 Q)

Figura 1l.1. Esquema de obtencado dos extratos em hexano e de&acthinodorus macrophyllus

3.2.1. Fracionamento do Extrato em Hexano de Eaungs macrophyllus
O extrato em hexano (EH, 20,0 g) foi submetido escibnamento em coluna
cromatografica (CC) de silica gel, sendo coletddésfracdes de 250 mL eluidas em hexano

(Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcDIEt etanol (EtOH), em gradiente
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crescente de polaridade. ApGs analise comparativacqpmatografia em camada delgada

(CCD) de silica gel, as fracdes foram reunidas mrmpag, conforme Tabela I1.1.

Tabela Il.1. Fragdes e grupos resultantes do fracionamento tognddico de EH em silica gel

Fracdo Eluente Grupo Massa (g)
01-05 Hexano HRO1 0,021
06-10 Hexano HRO2 0,013
11-13 Hexano HRO3 0,005
14-16 Hexano HRO04 0,007
17-20 Hexano HRO5 0,005
21-23 Hexano HRO6 0,011
24-30 Hexano HRO7 0,018
31-40 Hexano HRO8 0,054
41-44 Hexano HRO09 0,358
48-51 DCM HR10 0,220
52-58 DCM HR11 0,158
59-64 DCM HR12 0,359
65-69 Acetato HR13 0,115
70-73 Acetato HR14 0,296
74-76 Acetato HR15 0,420
77-80 Acetato HR16 0,250
81-83 Acetato HR17 0,119
84-88 Etanol HR18 0,358
89-91 Etanol HR19 0,323
92-95 Etanol HR20 0,259

96-100 Etanol HR21 0,113

101-103 Etanol HR22 0,100

104-110 Etanol HR23 0,090

Os grupos HR02, HR05, HR06, HRO7 e HRO08, apos ®iaboracdo do solvente,
foram submetidos a cromatografia a gas acopladapactometria de massas, e, por
comparacao com a biblioteca NIST, foi possivel tifiear por similaridade do espectro de
massas alguns constituintes presentes no extrateramo dé&. macrophyllus

O grupo HRO09 foi submetido novamente ao fracionampor CC de silica gel, sendo
coletadas 141 fracbes de 125 mL eluidas em Hex EA€CEtOH em gradiente crescente de
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polaridade. Apds andlise comparativa por CCD, agofs foram reunidas em grupos,

conforme Tabela Il.2.

Tabela I1.2. Fragdes e grupos resultantes do fracionamento ¢tognddico de HR09 em silica gel

Fracao Eluente Grupo Massa (g)
1-2 Hexano ARO1 0,010
3-7 Hexano ARO2 0,008

8-13 Hexano ARO3 0,010
14-20 Hexano ARO4 0,005
21-50 Acetato ARO05 0,004

51-64 Acetato ARO06 0,008

65-74 Acetato AROQ7 0,010

75-77 Acetato AR08 0,005

78-114 Acetato ARO09 0,009

115-119 Acetato AR10 0,007
120-131 Acetato AR11 0,008
132-135 EtOH AR12 0,001
136-141 EtOH AR13 0,258

Os grupos AR01, AR02 e ARO03 foram submetidos a atografia a gas acoplada a
espectrometria de massas. Enquanto que o grupo ARRAS8 g) foi fracionado novamente
em CC de silica gel usando como eluente a misto@atica DCM/MeOH (4:1), obtendo-se

40 fragcOes que foram reunidas conforme Tabela 11.3.

Tabela 11.3. Frac8es e grupos resultantes do fracionamento ¢ognddico de AR13 em silica gel

Fracao Eluente Grupo Massa (g)
1-2 DCM/Metanol (4:1) BO1 0,015
3 DCM/Metanol (4:1) B02 0,002
4-9 DCM/Metanol (4:1) B0O3 0,008
10-12 DCM/Metanol (4:1) B0O4 0,152
13-16 DCM/Metanol (4:1) BO5 0,010
17 DCM/Metanol (4:1) B0O6 0,008
18-19 DCM/Metanol (4:1) BO7 0,015
20-40 DCM/Metanol (4:1) BO8 0,020
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O grupo BO05 foi submetido a cromatografia a gaplaca a espectrometria de massas.
Enquanto que os grupos B03 e B04 foram reunidosctgohados novamente em CC de silica

gel usando como eluente a mistura isocratica DCivdHe (2:1), obtendo-se 114 fracdes que

foram reunidas conforme Tabela Il.4.

Tabela I1.4. Fragdes e grupos resultantes do fracionamento ¢ognddico de BO3 e B04 em silica gel

Fracdo Eluente Grupo Massa (g)
1-4 DCM/Hexano (2:1) Cco1 0,001
5-9 DCM/Hexano (2:1) Co02 0,002

10-20 DCM/Hexano (2:1) C03 0,001

21-33 DCM/Hexano (2:1) co4 0,002

36-43 DCM/Hexano (2:1) C05 0,001

44-59 DCM/Hexano (2:1) Co06 0,001

60-64 DCM/Hexano (2:1) co7 0,120

65-103 DCM/Hexano (2:1) Co08 0,020

104-105 DCM/Hexano (2:1) Co09 0,005
106-114 DCM/Hexano (2:1) C10 0,002

O grupo CO02 foi submetido a cromatografia a gaplada a espectrometria de massas.
Enquanto que o grupo C07 (0,120 g) foi fracionadeamente em CC de silica gel usando

como eluente DCM, obtendo 32 fracdes que foramidesrconforme Tabela 11.5.

Tabela 11.5. Frac8es e grupos resultantes do fracionamento ¢ognddico de CO7 em silica gel

Fracao Eluente Grupo Massa (g)
1-5 DCM D01 0,008
6-10 DCM D02 0,017
11-20 DCM D03 0,002
21-26 DCM D04 0,008
26-32 DCM D05 0,005

39



O grupo D02 (0,017 g) foi submetido a recristalmaem MeOH, fornecendo solido
branco que foi submetido a cromatografia a gasladapa espectrometria de massas e a

analise estrutural por Ressonancia Magnética Nuclea

3.3. Analise por CG do Oleo Essencial Obtido dah&®de E. macrophyllus, I. laurina e E.
grandis Antes e Apos Serem Submetidos a Radiagéa ga
3.3.1 Obtencédo do Material Vegetal Submetido a &zt gama

As folhas deEchinodorus macrophyllyudnga laurina e Eucalyptus grandidoram
secadas e pulverizadas. Seis amostras pulverizeolstendo cada uma 250 g de
macrophyllus seis amostras pulverizadas contendo cada umagl@@l. laurina e seis
amostras pulverizadas contendo 60 gEdegrandisforam colocadas em embalagens “Zip
Lock” de sacos de polietiieno herméticos. Uma araode cada espécie vegetal ndo foi
submetida a radiacdo gama e as outras amostraetddsna doses de 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e

20,0 kGy em aparelho de Gama-Cell com font&’Ge.

3.3.2. Extracéo do Oleo Essencial

Apoés submetidas a radiacdo gama, todas as amdstasnacrophyllusl. laurina e E.
grandis foram submetidas a hidrodestilacdo em aparelh€ldeenger com 3 L de agua,
durante 5 h, par&. macrophyllus3 L de agua e 3 h pakalaurinae 1 L de 4gua durante 2 h
para E. grandis Essas amostras ja tinham sido analisadas prentanpara determinar
quantidade de amostra e o tempo da hidrodestila&fdés a hidrodestilagdo, os Oleos
essenciais foram particionados com diclorometaneme seguida, submetidos a evaporagéo
do solvente (Pimentat al, 2006). A Tabela 1.6 (p. 41) apresenta a massa @eos

essenciais isolados & macrophyllusinga laurinae E. grandis
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Tabela I.6. Massa do 6leo essencial extraido das folhds. deacrophyllusl. laurina e E. grandissubmetidas
a diferentes doses de radiacdo gama

. . Massa (mg) de 6leo Massa (mg) de 6leo
Dose de Massa (mg) de 6leo essencial : . . .
- . essencial extraido dé. essencial extraido dé&.
Irradiagéo extraido deE. macrophyllys lauri :
aurina grandis
0 kGy 69,5 3,3 277,8
1 kGy 167,4 3,7 423,1
3 kGy 115,9 14 454.,4
5 kGy 180,0 14 486,1
10 kGy 1453 2,4 498,7
20kGy 104,5 1,8 458,3

3.3.3. Andlises do 6leo essencial por CG-FID

As analises de CG-FID foram realizadas em aparelR8890 com detector FID.
Hidrogénio foi usado como gas de arraste com fld@o2 mL/min. Exatamente AL das
amostras foi injetado com gradiente de temperater@0 °C, 0 min, 3 °C/min até 270 °C. As
temperaturas do injetor e do detector foram dee2300 °C, respectivamente (Pimeataal,
2006; Raduloviet al, 2010).

As amostras foram diluidas em cloroférmio (1% pés)os constituintes foram
identificados usando os parametros de indice @agab baseados no método de Kovats com

comparacdo com indices de retencéo linear de pa@tieCis).

3.3.4. Andlises do 6leo essencial por CG-EM

As analises por CG-Massas foram realizadas emlapa®&lIMADZU com detector de
Massas. Hélio foi utilizado como gas de arraste dlwxo de 2 mL/min, as condicdes
cromatograficas foram as mesmas descritas acimam@ses de CG-FID (Pimené al.,
2006; Raduloviet al, 2010).

Os dados espectrométricos foram manipulados usarstdtware GCMSsolutions. A
identificacdo foi realizada pela comparacdo do®giobtidos no espectro de massas com

aqueles do banco de dados NISTS8.
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3.4. Obtencdo do Extrato Aquoso de E. macrophylligelamento e Radiacdo dos
Constituintes Polares

As folhas da espéciechinodorus macrophyllu@50 g) foram submetidas a decocc¢éo
com agua por 2 h a temperatura de 60 °C, sendeegmida, filtradas, obtendo-se o extrato
aquoso deE. macrophyllus(EAQ). EAg foi colocado em funil de adicdo e hiido de
amonia foi adicionado até pH 10-11. Em seguida, mQ0de solucdo acetato de etila:éter
etilico (3:1) foram adicionados, obtendo-se duasdaa Fase Aquosa e a Fase Organica que
foram, entdo, separadas. A Fase Aquosa foi aadidiccom HCI até pH 1-2 e submetida
novamente a extracdo com solucdo acetato de ttil@t#ico (3:1), obtendo-se a fase aquosa
FB (rica em aminoacidos, acidos organicos e acucares)fase organickF (rica em
compostos fendlicos do tipo flavonoides). Por sea & Fase Organica foi acidificada com
HCl até pH 2 e submetida a extragcdo com solucdagie acidificada com HCI (pH 2),
obtendo-se a fase aqudsA (rica em alcaloides) e a fase orgarfi&(rica em saponinas). A
Figura 1.2 (p. 43) apresenta a sequéncia metod@ggara o isolamento dos constituintes
polares do EAq das folhas Be macrophyllugSilvaet al, 2012).

Apoés a obtencdo das fracBes ricas em compostodiciendsaponinas e alcaldides,
diluiram-se 5QuL de FF em 950uL em agua e 20QL de FS em 800uL em agua, enquanto
queFA ndo foi diluida. Em seguida, o volume de 1 mLdobmetido a radiacdo gama em
doses de 0,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy, obtendo-seag8efs irradiadas correspondenteBo(

FFs, FF10, FF20, FAo, FAs, FA10, FA20, FS, FSs, FSi0€e FSyo, respectivamente).
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Extrato Aquoso

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

Fase Aquosa Fase Orgéanica

HCl pH :1-2 HCl pH 12
Acetato de Etila/Eter Etilico (3:1) H,OpH 2
FB FF FA FS

FB = Aminoécidos, Acidos Organicos, Aglicares
FF = Compostos Fendlicos

FA = Alcaldides

FS = Saponinas

Figura I.2. Sequéncia metodoldgica para o isolamento dos teinstis polares do EAq das folhas He
macrophyllus

3.4.1. Andlise por CLAE das Fracdes FF SubmetidBfferentes Doses de Radiacdo gama
Andlises por CLAE foram realizadas com a finalidddenvestigar o efeito da radiacéo
gama e possivel formacao das espécies reativagginim (EROs) sobre as amostrag-tfe
Dessa forma, aliquotas d&, FFs, FF1p € FFy foram analisadas por CLAE, no modo
isocratico, utilizando uma mistura de solventespregando os eluented ) metanol e B)
agua:acido trifluoroacético (99,5:0,5 v/v, pH 4¢®mo fase movel, contendo 70% Bee
30% deA em um intervalo de 0,0 a 40,0 min. O volume degép foi de 20 pL, injetado
manualmente, com fluxo mantendo-se constante ataga de 0,7 mL/min e utilizando
coluna NSTC18 (250 mm x 3,0 mm »xuf) LC100111 (NST) (Gardaret al, 2007; Medana
et al, 2008; Chirinost al, 2009; Silvaet al, 2012). Os dados cromatograficos para todas as

amostras foram obtidos, analisados e armazena2i$ mm e 254 nm.

3.4.2. Andlise por CLAE das Frac¢des FA Submetidagexrentes Doses de Radiacdo gama
A fim de avaliar a influéncia da radiacdo gama noosstituintes das amostras e na

possivel formacdo de EROs presentes nas fr&ag8gd-As, FA1p e FA,, analises por CLAE
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foram realizadas utilizando fase movel constitygdadois solventesA() metanol eB) agua.
Em um sistema de gradiente isocratico, a conceidry mantida em 90% d& e 10% deA

de 0,0 a 15,0 min. Injetaram-se manualmente 20qu¢tada amostra, o fluxo de 0,7 mL/min e
utilizou-se coluna NSTC18 (250 mm x 3,0 mm xus) LC100111 (NST) (Szepest al,
2002; Liuet al,, 2006; Silveet al, 2012). Os cromatogramas foram obtidos e analssad®20

e 280 nm.

3.4.3. Andlise por CLAE das Fracdes FS Submetidaigesientes Doses de Radiacdo gama
As fracdesFS,, FSs, FSio e FSyo foram analisadas utilizando um sistema eluente
composto por dois solventeg)(acetonitrila e ) agua:acido trifloroacético (99,5:0,5 v/v pH
4,3). Da mesma forma, o processo foi isocraticoyteralo-se a uma concentracédo de 70% de
B e 30% deA por 15 min. As amostras foram aplicadas manualmenmte um volume de
injecdo igual a 20 uL, fluxo constante de 0,7 mi/micoluna NSTC18 (250 mm x 3,0 mm X
5 um) LC100111 (NST) (Leet al, 2004; Wanget al, 2006; Yanget al, 2009; Silvaet al.,
2012). Os cromatogramas obtidos foram analisadosazenados a 210 e 250 nm. Apesar de
a literatura citar o comprimento de onda de 250como apropriado para este tipo de analise,
os resultados obtidos neste comprimento de ondafaram satisfatérios e, portanto, nao

foram analisados.

3.5. Extrato Submetido ao Fracionamento Fitoquinpoo Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

As folhas secas e pulverizadas (1 kg)Eddinodorus macrophyllufbram submetidas
aos mesmos procedimentos descritos nos itens dter{Cio do Extrato Aquoso de
macrophyllus Isolamento e Radiacdo dos Constituintes Polarés#.1. (Analise por CLAE
das Fragbes FF Submetidas a Diferentes Doses dacBRadyama). Sendo assim, as folhas

sofreram decocgcdo em agua a 60 °C durante 2 hdr@mdm-se o extrato aquoso nédo
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irradiado ENI*), ap0s filtragem o extrato aquoso foi particionato diferentes valores de
pH e obtiveram-se por sua vez, as frageBs, FF*, FA* e FS* correspondentes, conforme

Figura II.2 (p. 43). As fracodsB*, FA* e FS* ndo foram estudadas ainda.

3.5.1. Fracionamento Cromatografico de FF*

Com a finalidade de isolar e identificar os fitostuintes presentes nas folhasHle
macrophyllus realizou-se um fracionamento preparativo da ord&j& . Utilizando o sistema
isocratico descrito no item 3.6.1, foi preparadaausolucdo contendo dois solventes) (
metanol e B) agua:acido trifluoroacético (99,5:0,5 v/v), comaiconcentracao final de 70%
deB, visto que o cromatégrafo € composto por apenashomba.

Um volume de injecdo de 1 mL foi aplicado manualimerom fluxo constante de 4,7
mL/min, de acordo com as especificacdes “Scalelimgar da coluna NSTC18 (250 mm X
10,0 mm x 5um) LC280211 (NST). Os cromatogramas foram obtidds = 280 nm e
armazenados utilizando o software GALAXIE. Os fapostituintes foram separados

manualmente, liofilizados e pesados conforme mdstra Tabela 11.7.

Tabela 11.7. Massa dos fitoconstituintes isolados por CLAE prafizo das folhas dE. macrophyllus

Constituinte Massa (mg)
Fo1 52,30
FO2 5,70
FO3 22,50
FO4 7,90
FO5 8,30

4. Atividade Antioxidante
A atividade antioxidante das fracfes fendlicas doilisada qualitativamente por

cromatografia em camada delgada (CCD) e revelagasoducdo em metanol giecaroteno
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(0,02%) e DPPH (0,2%) (De Abreat al, 2008). As analises quantitativas foram realigada
pelas metodologias: Atividade Antioxidante pelo &=jro de Radical Livre (FRSA) e

Atividade Antioxidante Total (AAT).

4.1. Atividade Antioxidante pelo Sequestro de Radiwvre (FRSA)

Uma quantidade de 1 mg dos compostos isoladdd=tgF01, FO3 e FO5) foi diluida
em 10 mL de metanol, obtendo-se uma solu¢cdo 0,.nmglUm volume de 10QL das
amostras foi colocado em contato com 5 mL de solegd metanol de DPPH (0,1 mM). A
mistura resultante foi agitada vigorosamente entex@ mantida em repouso por 30 min. Um
tubo contendo apenas 1QQ de metanol e 5 mL de DPPH foi usado como conteoteitro
contendo apenas metanol foi utilizado como brabitn.volume de 10QuL de uma solucao
em metanol de acido galico a 100 ppm foi utilizadono padrdo. As absorbéancias foram
medidas a 517 nm e todos os testes de atividadiaiainte foram realizados em duplicata.
A atividade de sequestro do radical-livre de DPPH:¢ Radical Scavering Activity, FRSA)
foi expressa como porcentagem de inibicdo e calaulssando a Equacéo 2 (Sileaal,
2012).

(Absorbancia Controle—Absorbincia Amostra)

FRSA (%) =

X 10004 (2)

Abzorbincia Controle

4.2. Determinacao da Atividade Antioxidante ToreAT)

Partindo da mesma solucdo preparada no item anféring da substancia em 10 mL
de metanol) para os constituintes fendlicos extside FF*, prepararam-se trés diluicdes
diferentes (0,10, 0,05 e 0,01 mg/mL). Em uma saleum e sob temperatura ambiente
transferiu-se 0,1 mL de cada solucdo e adiciona&®9 mL de DPPH (0,06 nM) em tubos

de ensaio, em triplicata. Utilizaram 0,1 mL de metacom 3,9 mL de DPPH como solucéo
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controle e, como branco, apenas metanol. A ledasaabsorbancias foi realizada a 515 nm e,
atraves da reta do grafico para cada constituifite K3 e F5), foi possivel calcular &Cou
seja, a quantidade exata para que possa capturalé@®¥adicais-livres de DPPH (Rufied

al., 2007).
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CAPITULO 1lI

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise por CLAE das fracdes de E. macrophyllus suttidas a radiacéo

gama
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1. Analise das Fracoes Fendlicas (FF) de macrophyllus

A fracdo fendlicaF) apresentou-se como uma solucdo amarela. A Flguranostra
o cromatograma de CLAE da fracao fendlica ndo stidme radiacdo gamé&f,) e a Tabela
[l1.1 (p. 50) mostra os valores de tempo de reter{@@&®; em min), area e intensidade dos
picos do cromatograma de CLAE correspondente. @hatmgrama de-F, apresenta 12
picos, podendo ser considerado como uma mistusaemne compostos fendlicos. O pico 6
registrado em TR = 6,81 min é o0 mais intenso, skgpelos picos 3, 2, 12 e 10 (TR = 4,21,
2,93, 22,07 e 15,67, respectivamente). Os demeas |80 pouco intensos, correspondendo a
substéancias fendlicas em menores proporgoes.

Os cromatogramas de CLAE foram obtidos a 280 e % Porém, somente o
cromatograma obtido a 280 nm foi analisado, poesgntar melhor resolucéo dos picos dos

fitoconstituintes da fracao fendlica.

uv
900000 6
800000
700000

600000

500000

400000 2

300000 5
200000 a

100000
] 1

e T e e
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min
Legenda:

B 0kGy

Figura Ill.1. Cromatograma de CLAE a 280 nmIelg, em TR entre 0,0 e 40,0 min.

49



Tabela Ill.1. Valores de tempo de retencao (TR; em min), aregemsidade dos picos do cromatograma de
CLAE a 280 nm dé&F, mostrado na Figura 111.1 (p. 49)

Dose de radiagéo = 0,0 kGy

Pico TR Area Intensidade Pico TR Area Intensidade
(min) (min)

1 2,33 302.917,0 23092,3 7 9,18 271.300,8 15564,3
2 2,93 3.558.541,9 306482,8 8 11,29 184.245,7 7743,2
3 4,21 10.657.033 /4 717818,3 9 13,48 621.756,0 20251,8
4 5,01 417.225,5 32377,4 10 15,67 3.606.880,3 83530,2
5 6,28 897.579,4 86834,1 11 19,10 91.417,5 3161,9
6 6,81 12.069.805,8 690797,6 12 22,07 8.665.047,9 152137,4

A Figura llIl.2 (p. 51) mostra os cromatogramas deAE a 280 nm das fracdes
fendlicas submetidas a radiacdo gama a doses dd®GMe 20,0 kGyHFs, FF10 € FFy,
respectivamente), comparados com o cromatogrameespandente deé-F, (mostrado
anteriormente na Figura Ill.1). Ampliacbes destesnatogramas sdo mostradas na Figura
.3 (p. 52). As Tabelas com os valores de TR,aaee intensidade dos picos dos
cromatogramas de CLAE digs, FF1o e FF,o sdo mostradas nos Anexos A-1 a A-3 (p. 153),
respectivamente.

Os cromatogramas apresentam modificacdes na coac@ot dos fitoconstituintes
quando os extratos sdo submetidos a radiacdo gangaande maioria dos constituintes
diminui sua concentracdo no extrato com o uso digagado gama. Essa diminuicdo é
significativa para os picos 2, 3, 6,9, 10 e 12 A R93, 4,21, 6,81, 13,48, 15,67 e 22,07 min,
respectivamente), conforme mostrado no graficod@}igura 111.4 (p. 53). Este efeito pode
ser explicado considerando que EROs podem reagiracamostra e diminuir a concentracao
de alguns dos componentes da fracdo fendlica. &@ieo 4 (TR = 5,01 min) ocorre uma
diminuicdo da concentragcdo em dose menor e, comnwer@o da dose de radiacdo, a
concentracdo aproxima-se ao da amostra ndo iredadontrario € observado para o pico 5
(TR = 6,28 min) em que ha um leve aumento da cdrecgio em doses menores e, com 0

aumento da dose, ocorre uma diminuicdo da congéatraonforme mostrado no grafico (B)
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da Figura Ill.4. Por sua vez, ocorre um aumentoahwentracdo dos picos 1, 7,8 e 11 (TR =
2,33, 9,18, 11,29 e 19,10 min, respectivamente)focome mostrado no gréafico (C) da Figura

[11.4 (p. 53). Nos casos dos picos 7, 8 e 11, de@daixa resolucdo do cromatograma nesse
intervalo de tempo, o calculo da area dos picasatse impreciso e, no caso do pico 1, pode

ser considerado como possivel produto radiolitico.
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Figura 1ll.2. Cromatogramas de CLAE a 280 nm HEs, FFi, e FF, comparados com o cromatograma
correspondente der,.
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Figura IIl.3. Ampliac6es dos cromatogramas de CLAE a 280 nnirlg FF,y e FF,, comparados com o
cromatograma correspondentefe,: (A) ampliacdo em TR entre 0,0 — 10,0 min e (Bphagdo em TR entre

10,0 — 25,0 min.
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dose de radiacdo gama: picos 2, 3,6, 9, 10 e 1D{@os 4 e 5 (B) e picos 1, 7, 8 e 11 (C).
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2. Andlise da Fracéo Alcaloidica (FA) d&. macrophyllus

A fracdo alcaloidicaHA) apresentou-se como uma solucao incolor. A Fidlira
mostra o cromatograma de CLAE da fracdo alcaloicfmasubmetida a radiacao garRA()
e a Tabela Il.2 mostra o valor de tempo de reTR; em min), area e intensidade do pico
do cromatograma de CLAE correspondente. O cromanogiICLAE deé-A apresenta apenas
um pico muito intenso, pico 1 (TR = 3,08 min), nmastio que a espédie macrophyllusi&o

é rica em alcaloides.
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Figura 111.5. Cromatograma de CLAE a 220 nm[é&, em TR entre 0,0 e 15,0 min.

Tabela 111.2. Valor de tempo de retencéo (TR; em min), areaemsitiade do pico do cromatograma de CLAE a
220 nm deFA, mostrado na Figura 1.5

Dose de radiacdo = 0 kGy

Pico TR (min) Area Intensidade

1 3,08 40.786.439,6 1.845.419,0
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Aliguotas das fracOes alcaloidicdsA( foram submetidas a dose de 5,0, 10,0 e 20,0
kGy (FAs, FA10 e FA2, respectivamente). A Figura Il.6 (p. 56) mostsacoomatogramas de
CLAE a 220 nm das fracdeBAs, FA1p e FA,, comparados com o0 cromatograma
correspondente deA, (mostrado anteriormente na Figura 111.5). Tabeas os valores de
TR, area e intensidade do pico dos cromatograma€lLddE de FAs, FA1p € FA,, séo
mostrados nos Anexos A-4 a A-6 (p. 154), respecterse. Os cromatogramas da Figura
[11.6 mostram uma variacdo pequena da area doJpid@R = 3,08 min) quando as amostras
foram submetidas a diferentes doses de radiacida.g#to sugere que a substancia
correspondente ao pico 1 € estavel quando expastdiacdo gama, conforme mostrado no

gréfico da Figura lll.7 (p. 57).
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Figura Ill.7. Gréfico da variacdo da area do pico 1 do cromatogrde CLAE a 220 nm deA em funcédo da
dose de radiacdo gama.

3. Andlise da Fracao Saponinica (FS) de. macrophyllus

A fracdo saponinicaFS) apresentou uma coloracéo ligeiramente amareladagura
[11.8 (p. 58) mostra o cromatograma de CLAE dadmsaponinica ndo submetida a radiacao
gama FSy) e a Tabela 111.3 (p. 58) mostra os valores de (i), area e intensidade dos
picos do cromatograma de CLAE correspondente.

O cromatograma CLAE dES, (Figura 111.8) apresenta trés picos correspondeate
saponinas (TR = 3,20, 4,69 e 7,10 min). O picco2w@ais intenso e 0s demais, apresentam-se
em pequenas proporcdes. O pico com TR aproximadantEn 2,50 min corresponde ao
solvente (4gua) utilizado na diluicdo da amostr@ic® atribuido ao solvente foi confirmado
pela semelhanca com o cromatograma de CLAE da égofgrme mostrado no Anexo A-7

(p. 154).
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Figura 111.8. Cromatograma de CLAE a 210 nmIg& em TR entre 0,0 e 10,0 min.

Tabela 111.3. Valores de tempo de retencdo (TR; em min), arete@sidade dos picos do cromatograma CLAE
a 210 nm dé&S, mostrado na Figura 111.8

Dose de radiacao = 0 kGy

Pico TR (min) Area Intensidade
1 3,20 167.378,1 20.279,8
2 4,69 3.390.874,3 139.671,1
3 7,10 729.020,7 13.517,4

A Figura 1lI1.9 (p. 59) mostra os cromatogramas deAE a 210 nm das fracdes
saponinicas submetidas a radiacdo gama a dose8,d® e 20,0 kGYFSs, FS10 € FSyo,
respectivamente) e o cromatograma correspondentEFgde(mostrado anteriormente na
Figura 111.8). Tabelas com os valores de TR, aredgensidade dos picos dos cromatogramas
de CLAE de FFs, FFip e FFo sdo mostrados nos Anexos A-8 a A-10 (p. 155),
respectivamente.

Os cromatogramas mostram alteracdes na concenti@gsiosaponinas quando 0s

extratos sado submetidos a radiacdo gama. Todosréss constituintes diminuiram a
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concentracdo com o aumento da radiacdo gama. Ees des20 kGy, todos os compostos
foram consumidos, confirmando a reatividade das £RMs efeitos diretos nas espécies

organicas presentes no extrato aquoso, conformgadosno grafico da Figura I11.10 (p. 60).
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO

Oleos essenciais
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1. Oleo essencial dEchinodorus macrophyllus
1.1. Analises quimicas do 0leo essencial

As analises do cromatograma de CG-FID e CG-EM do éksencial isolado das folhas
de Echinodorus macrophyllu€OEEM,) mostraram a presenca de vinte picos relativamente
intensos, registrados entre 9,25-67,67 min (Figurd). A atribuicdo quimica dos picos GC-
FID de OEEM foi baseada no método Kovats. Além disso, os pie&C-EM de OEEN

foram comparados quimicamente com o banco de dirpadrao NIST.

mmmmmm

100741 L L Lt L. W

Figura IV.1. Cromatograma de CG-FID do 6leo essencial isoladofalhas deE. macrophyllufOEEM,), os
compostos indicados sédo mostrados na Tabela IN6B)(p

A Tabela IV.1 (p. 63) indica a classe quimica elados de cromatografia gasosa dos
componentes identificados em OEEMOs indices de Kovéts calculados dos picos no
cromatograma de OEEMCKRI) sdo muito proximos aos indices de Kovatsespondentes
obtidos na literatura (LKRI), principalmente parpueles registrados com tempo de retencdo
entre 9,25 e 44,16 min, atribuidos aos compdsdos64 (p. 64), respectivamente. Os picos

no cromatograma de OERMorrespondem as substancias apresentadas na MHigdra
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(p.64): um monoterpeno aciclico (AM; compodid), trés derivados carotenoides (CD;
composto$s, 61 e 62), um monoterpeno biciclico (BM; compo$i6), quatro sesquiterpenos
(ST; compostos57-60), nove ésteres carboxilicos (CE; composé3s66 e 6872), um
diterpeno (DT; compost67) e um triterpeno (TT; composi#8). A porcentagem relativa das
areas dos picos (AP) no cromatograma de CG de QHfiitMa que o 6leo essencial extraido
das folhas d&. macrophyllus rico em ésteres carboxilicos, principalmentearsposto$3
(44,28%),71 (12,67%),69 (7,94) e68 (7,85%). O composto derivado de carotendée
(2,93%), o diterpend®d7 (2,93%) e o monoterpenb6 (1,68%) sdo outros importantes

constituintes quimicos encontrados no 6leo esdentaii@lo das folhas da planta.

Tabela IV.1. Classe quimica e dados de CG dos componentes d¥M@QEEMpo de retencdo (TR), indice de
Kovats calculado (CKRI), indice de Kovats na litara (LKRI) e porcentagem relativa das areas dosspiAP)

Composto Classe TR (min) CKRI LKRI AP (%)
Linalol (54) AM 9,25 1092 1098 0,11
Di-hidroedulano %5) CD 17,88 1304 1300 2,93
2-(Butanona)-(+)-3-caren®®) BM 21,08 1382 1387 1,68
S-Cariofileno 67) ST 22,23 1410 1418 0,83
a-Cariofileno 68) ST 23,77 1448 1454 0,22
(E)-Nerolidol (59) ST 28,35 1560 1564 0,19
Drimenol ©0) ST 36,06 1749 1759 0,66
Hexa-hidrofarnesil aceton&l) CD 38,99 1821 1835 0,40
(E,E)-Farnesil acetonap) CD 41,60 1885 1918 0,93
Palmitato de metila6Q3) CE 41,83 1891 1921 44,28
Palmitato de etilag4) CE 44,16 1948 1993 1,22
Linolato de metila§5) CE 47,41 2027 2092 1,34
Linolenato de metilagg) CE 47,63 2033 2098 258
(E)-Fitol (67) DT 48,04 2043 2114 2,93
Estearato de metil&8) CE 48,42 2052 2112 7,85
(E,E,E)-11,14,17-Eicosatrienoato de meti®d) CE 49,12 2069 2061 7,94
Linolato de etila T0) CE 49,54 2080 2155 1,70
Linolenato de etilaq1) CE 49,77 2085 2214 12,67
Estearato de etil&) CE 50,52 2104 2194 0,11
Esqualeno{3) TT 67,67 2524 2790 0,99

AM = monoterpeno aciclico; CD = derivado de cardtde; BM = monoterpeno biciclico; ST = sesquitexqgen
CE = éster carboxilico; DT = diterpeno; TT = trigeno.
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Figura IV.2. Estrutura quimica dos principais componentes ifleatios no 6leo essencial das folhasEde
macrophyllus.
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Algumas atividades biologicas sdo descritas pareoogonentes do 6leo essencial de
E. macrophyllugTabela IV.2; p. 66) e, também, podem ser obsawadra a espécie. Por
exemplo, linalol (compost®4) apresenta atividade antioxidante e anticancem@au &
Viljoen, 2008), enquanto que di-hidroedulano (costpdb5) exibe atividade citotdxica
(Stojkovic et al, 2011). Uma informacédo detalhada sobre a atiedaidlogica de cada

composto € apresentada na Tabela IV.2.
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Tabela IV.2. Atividade bioldgica dos componentes do 6leo esaédais folhas d&. macrophyllus

Composto Atividade biologica

Antimicrobiano, anti-inflamatério, anticarginogéajcantioxidante, inseticida (Kamatou
& Viljoen, 2008), antinociceptivo, anestésico lgdaibidor de colinesterase, modulador

>4 da atividade nos circuitos glutamatérgicos e mealifor dos receptores de nicotina (Peana
et al, 2004).
55 Antioxidante, antimicrobiano e citotoxico (Skaltstal, 2003; Sarikurkciet al, 2008;

Confortiet al, 2009; Stojkou et al,, 2011).

Anabdlico (Jeongt al, 2008), antimalarico, antimicrobiano (Kamagtwal, 2005), anti-
56 inflamatorio (Olufunkeet al, 2009) e inibidor da agdo da enzima acetilcolarase
(Miyazawa & Yamafuji, 2005).

Anti-inflamatério, antibiético, antioxidante, argicinogénico, inseticida, antimicrobiano

57/58 e anestésico (Legault e Pichette, 2007; Gesseah, 2008; Leandret al, 2012),

59 Leishmanicida e nematicida (Arrudaal, 2005; Abdel-Rahmaet al, 2013).

Antialimentar, antibacteriano, antifingico, citoithx inseticida, anti-alérgico, piscicida,

60 moluscicida e regula o crescimento de plantas (\2aa6).
61/62 Antioxidante, antimicrobiano (Mauat al, 2003; Sahinet al, 2004), repelente de

mosquito (Innocengt al, 2010) e reduz os niveis de colesterol (Sinersky, 1994).

63 Antimicrobiano, acaricida, repelente de insetofetaan sistema neuroenddécrino (Waatg
al., 2009; Satyadt al, 2012).
Ativa enzimas antioxidantes: dismutase, catalagerexidase (Dziri & Hosni, 2012),

64 antioxidante, hipocolesterolémico, nematicida, ipit, antiandrogénico, inibe a acdo da
enzima 5-alfa redutase (Rajeswati al, 2012; Jegadeeswaet al, 2012) e provoca
pancreatite em ratos (Werradral, 1997).
Antioxidante, antimicrobiano, antifangico e antflamatério (Singh & Majumdar, 1997,

65
Palma & Taylor, 1999).

66 Antioxidante, anti-inflamatdrio e repelente de masy (Tundnet al, 1994; Singh &
Majumdar, 1997; Conforgt al, 2007).

67 Antimicrobiano, anti-inflamatorio, anticancerigemdiurético (Rajeswast al, 2012).

68 Anti-inflamatério, antimicrobiano e antimalaricail{& et al, 2004; Huaet al, 2006).

69 Antioxidante, antimicrobiano e antifiungico (Huaetgal, 2007).

Antioxidante, anticancerigeno e repelente de mesddiunénet al, 1994; Aliet al,

0 2012,
71 Antioxidante, hipoglicémico, nematicida e microlafTundiset al, 2011; Faiziet al,
2011).

72 Antioxidante e hipoglicémico (Tundet al., 2011).

Antibacteriano, antioxidante, anticarcinogénico,uitm-estimulante, quimiopreventivo,
73 inibe a acdo da lipoxigenase, pesticida e diuréiacheccet al, 2009; Abreuet al,
2011; Rajeswaret al, 2012).

1.2. Efeito da radiagcdo gama sobre os Oleos esaenge E. macrophyllus

Pela analise da Tabela 1.6 (p. 41), as quantidddesbleos essenciais obtidos a partir
da hidrodestilacdo das folhas irradiadas (OEEMEEM;, OEEMs, OEEMy € OEEMy)
foram maiores do que OERNVer secéo de isolamento do dleo essencid. aeacrophyllus

p. 40). Estes resultados indicam que radiacdo gamerca danos nas membranas celulares
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das folhas (Dhanyat al, 2011) e, como consequéncia, 0 processo de amtrdg Oleo
essencial torna-se mais favorecido quando o mhtergetal foi submetido a radiacédo. No
entanto, a quantidade de OEEW,1673 g) € maior do que a quantidade de OEfEM 159

g) e menor do que OEEMO0,1800 g). Dessa forma, pode-se propor que atigaae de oleo
essencial obtido das folhas Bemacrophyllusido é proporcionalmente relacionada a dose de
radiacao.

A Tabela IV.3 (p. 68) mostra a proporcdo relativas cconstituintes isolados dos
OEEM;, OEEM;, OEEMs, OEEM e OEEM, com base em analises CG-FID. A mudanca na
concentracdo de alguns componentes de 0leo edsponda ser atribuida a eficiéncia de
extracdo e a estabilidade quimica e estruturalesesbmponentes quando as folhas séao
expostas a radiacdo gama.

Os composto®4, 58, 60-62 64, 65 e 69 mostraram aumento das proporcoes relativas
guando as amostras foram expostas a radiacdo gamautro lado, os compostbs, 57, 63,

71 e 73 mostraram diminuicao das proporcdes relativas duas amostras foram expostas a
radiacdo gama. As amostras submetidas a radiagha gdo mostraram uma mudanca
significativa na proporc¢ao relativa para os outmspostosq6, 59, 66, 67, 68, 70 e 72).

Mudancas no perfil cromatografico dos 6leos esaenpodem ser observadas tambéem
quando os fitoconstituintes sdo agrupados em clagaémicas (Tabela IV.3; p. 68). A
concentracdo de monoterpenos aciclicos e sesqnmspaumenta quando a planta foi
exposta a radiagdo gama. Por outro lado, a corggiotrdos componentes de outras classes
quimicas nas amostras radiadas foi ligeiramenteomeu seja, para triterpeno, diterpeno,
ésteres e derivados de carotenoides. No entargeito da radiagcdo gama ndo é o mesmo
para os diferentes compostos em cada classe quiExesnplos sdo observados para os
ésteres carboxilicos: a concentragdo dos comp6dtess9 aumenta quando se utiliza uma
maior dose de radiagdo, enquanto que a concentdgicomposto$3 e 71 diminui nas

mesmas condi¢bes. Como resultado, os efeitos dec@amdgama sao intrinsecos e especificos
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para certos compostos. Os compostos de mesma ¢jasaseca podem apresentar efeitos
diferentes quando submetidos a radiacdo gama. Aisso, a variacdo da concentracao dos

componentes dos 0leos essenciais ndo € dependethdsal de radiacdo gama.

Tabela 1V.3. Porcentagem relativa dos fitoconstituintes presented6leo essencial extraido a partir das folhas
da espéci&. macrophyllusubmetidas a diferentes doses de radiagdo gama

Dose de radiagdo gama/porcentagem relativa dos coitsintes

Composto Classe quimica
P g 00kGy 10kGy 3,0kGy 50kGy 10,0kGy 20,0 kGy

54 AM 0,11 0,20 0,18 0,16 0,33 0,38
55 CD 2,93 0,86 0,78 1,13 0,88 1,07
56 BM 1,68 1,32 1,49 1,58 1,79 1,50
57 ST 0,83 0,47 0,57 0,51 0,63 0,53
58 ST 0,22 0,46 0,75 0,57 0,77 0,88
59 ST 0,19 0,35 0,48 0,48 0,29 0,25
60 ST 0,66 1,20 1,53 1,56 1,52 1,65
61 CD 0,40 0,91 0,96 0,93 0,85 1,02
62 CD 0,93 1,44 1,45 1,39 1,36 1,45
63 CE 44,28 43,80 38,08 41,50 36,57 39,84
64 CE 1,22 1,73 1,87 1,65 1,51 2,91
65 CE 1,34 1,78 2,18 1,98 1,70 1,49
66 CE 2,58 3,40 4,17 3,73 3,16 2,69
67 DT 2,93 2,84 2,99 2,85 2,60 2,24
68 CE 7,84 8,20 8,61 8,67 9,12 7,88
69 CE 7,94 11,68 11,29 11,37 12,18 10,04
70 CE 1,70 2,31 2,59 2,27 2,27 1,86
71 CE 12,67 4,70 8,06 6,44 7,60 6,97
72 CE 0,11 0,21 0,21 0,18 0,14 0,12
73 TT 0,99 0,72 0,73 0,70 0,61 0,51
Total 91,55 88,58 88,97 89,65 85,88 85,28
Monoterpeno aciclico 0,11 0,20 0,18 0,16 0,33 0,38
Derivados de carotendide 4,26 3,21 3,19 3,45 3,09 54 3
Monoterpeno biciclico 1,68 1,32 1,49 1,58 1,79 1,50
Sequiterpenos 1,90 2,48 3,33 3,12 3,21 3,31
Esteres carboxilicos 79,68 77,81 77,06 77,79 74,25 73,80
Diterpeno 2,93 2,84 2,99 2,85 2,60 2,24
Triterpeno 0,99 0,72 0,73 0,70 0,61 0,51
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2. Oleo essencial dinga laurina
2.1. Andlises quimicas do Oleo essencial

A Tabela IV.4 (p. 70) apresenta os dados de CG-€IDG-EM dos componentes
identificados de OEIl}. Ambos os cromatogramas de CG de QEmhostram 48 picos
relativamente intensos, registrados entre 6,16,@L5hin. A atribuicdo quimica dos picos de
CG-FID do OElly foi baseada no método Kovats. Além disso, os pi£G-EM foram
atribuidos quimicamente através da comparacao emmobde dados de fragmentacdo padréo
NIST.

Os indices de Kovats (CKRI) estdo muito proximos iadices correspondentes obtidos
a partir da literatura (LKRI). Os fitoconstituintesgistrados no cromatograma de CG do
OEIL, correspondem as substancias apresentadas na RigBirgp. 74): nove cetonas (KE;
compostosr/4, 75, 80, 98, 100, 101, 102 106 e 117), seis acidos graxos (FA; composi#s;
84, 89,111, 115e 120, oito alcodis (AL; compostos?, 81, 85, 86, 94, 103 119e121), seis
ésteres ou lactona (ES; composi®@s93, 96, 97, 114 e 116), sete aldeidos (AD; compostos
87,90, 91, 99, 107, 109 e 40), trés éteres (ET; compost8s, 94 e 105 e 11 hidrocarbonetos
(HY; compostos78, 82, 83 88 92 95 104, 108 110, 112 e 118. Compostos que
apresentaram mais do que uma funcédo quimica folassificados em dois ou mais grupos.
Considerando a classe quimica, cinco picos no dogrema de OEI4 correspondem a
monoterpenos (MT; compost@i, 86, 101, 102 e 105, quatro derivados de carotendides
(CD; compostos87, 91, 98 e 117), um sesquiterpeno (ST; compo®td) e trés diterpenos
(DT; compostod.12 119e121).

A porcentagem relativa dos fitoconstituintes indicee as folhas de laurina séo ricas
em: acidos graxos (23,25%), principalmeh® (18,23%) €76 (3,37%); cetonas (13,71%),
principalmentel06 (6,16%) €102 (3,94%); e hidrocarbonetos (11,94%), principalradritO

(4,96%).
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Tabela IV.4. Classe quimica e dados de CG-EM dos compostosfidadbs em OEIlL: tempo de retencéo (TR, min), indice de Kovatswtatio (CKRI), indice de Kovéats
encontrado na literatura (LKRI), porcentegem retatla area do pico (AR), férmula molecular (MMYya&gimentacéo (intensidade relativa %)

Fragmentacdo:m/z (intensidade relativa

Composto qﬁﬁig (;';) CKRI  LKRI &F; Mo'eciﬁhiorm”'a = ) [ e
6-Metil-6-hepten-2-onard) KE 6,158 961 966 0,107 CgH140 (126,19) 1260 [M(];.bg)fg[l(\ifgﬁiﬂ;]%mor "
6-Metil-5-hepten-2-ona7e) KE 6414 967 985 0174 cp 02619 20 [Mab?)? {,f}igﬂ;ﬁ“ﬁr e 43

Acido hexanéico76) FA 6850 978 990 3371 cy.0,(11616) 73 (42) [M-GH,l" e 60 (100) [M-GHgl"
Alcool benzilico 77) AL 7236 988 1032 0242 cpuo(osiay oY [MT"[l\l/l‘if?g C[)'\I":HT e 79 (100)
4-Metildecano 18) HY 7990 1007 1061 1134 oo s63n) OO [MZSQG(ng)%;’ [ﬂ_gﬁ)ﬂ[]'\f"%ﬁr e
Dicarbetoximetano79) ES 8,500 1023 1069 0,261 c.,,0,(160,17) 133 (61)8['\15%%](;)’ ﬁdféni())y_o%sr
3,5-(,E)-Octadien-2-ona0) KE 8798 1028 1093 0153 cn 0(12418) o PO [('\{'gs)g[?ﬂ(_ggs)l_'[:(/;?HSr e 43
(2)-Oxido de linalol 81) ET/AUMT 9,228 1039 1087 0366 ¢ 4,0, (170,25) 537&11283*['%_4311512)]B\/I4—3H(gé)—2ﬂH_1 ?('f];._
3,7-Dimetildecanog?) HY 0307 1043 1133 0055 o (17033) 0O [MZSQG(HlB%;’ [ﬂ_gg)w[]'i"‘%”r e
1-Dodecino 83) HY 9,644 1050 1184 0,070 ¢ .. (166,30) 81 (?&lg;i?lg];lef&) [[I\I\/I/l—_g:i;f] 43
Acido octandico §4) FA 9,703 1051 1186 0,040 (., 0, (144,21) 73(60) [Mﬁgbﬂ;hﬁgéﬁ(g Z][M_GH“T ©
3,4-Dimetilciclo-hexanolg5) AL 0938 1057 - 0155 cp . ozszy 2o @Y ['\g;)ﬁb(_léﬂgg\?? GHil" e 43
(E)-2,6-Dimetil-3,7-octadieno-2,6-dioB6) AUMT 10136 1062 1189 1,011 82 (54) [M-HO, ~GH;OT', 71 (100) [V~

CigH140; (170,25)

CeH1;0]" e 43 (64) [M-HO, ~GH¢O]"
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a-Ciclocitral 87)
2,3,3-Trimetil-octano&8)
Acido a-etilcapréico 89)
(E,2)-2,6-Nonadienalq0)

Safranal 91)
3,4,5,6-Tetrametil-octan®?®)
2-Etil-hexil acrilato 93)
p-Vinilguaiacol ©4)
2,6,11-Trimetil-dodecan®6b)
y-Amilbutirolactona 96)

Caproato deis-f-hexenila 97)

(12)-2-Propanona-1-(3,5,5-trimetil-2-ciclo-
hexen-1-ilideno) 48)

Dodecanal g9)

4-(2,4,4-Trimetilciclo-hexa-1,5-dienil)-but-3-
en-2-ona 100

trans-GeranilacetonalQ1)

S-lonona (L02)

AD/CD

HY

FA

AD

AD/CD

HY

ES

AL/ET

HY/ST

ES

ES

KE/CD

AD

KE

KE/MT

KE/MT

10,528

10,720

11,187

11,880

14,078

15,141

16,456

18,338

18,878

20,183

22,340

22,625

23,134

23,278

25,150

26,201

1072

1077

1089

1107

1163

1190

1223

1271

1285

1318

1373

1380

1393

1397

1445

1471

1095

1114

1155

1201

1215

1309

1361

1386

1436

1420

1440

1452

1494

0,363

0,083

0,806

0,227

0,621

0,407

3,037

0,554

0,797

0,834

0,269

0,634

0,468

0,500

1,407

3,941

CiH1c0 (152,23)

CiiH24 (156,31)

CsH160, (144,21)

CoH160 (140,22)

CiH10 (150,21)

CizHas (170,33)

118200, (184,27)

CoH160; (150,17)

CisH3» (212,41)

CoH1c0; (156,22)

Ci2H2,0, (198,30)

CiH150 (178,27)

CiH240 (184,31)

CiaH140 (190,28)

CiH2,0 (194,31)

CigHagO (192,29)

123 (100) [M—CO] e 43 (52) [M=GHsO]*

71 (73) [M—-GH14]", 57 (73) [M-GHyq" e
43 (100) [M—GHy7]"
88 (95) [M—QH8]+, 73 (100) [M—GHg, —
CHs]* e 57 (60) [M=GH,0,]"
70 (55) [M—H, —GHq] ™", 69 (54) [M-
C5H9)+' e 41 (100) [M—Q—|9]+'
150 (32) [M]", 121 (61) [M=CHO] e 107
(100) [M-GH30']
71 (48) [M=CH, —CsH,]"™*, 57 (88) [M—
CgHi17]" e 43 (100) [M—CH, ~GgHa4)] ™
70 (70) [M=GHs0,, ~GHs]* € 55 (100)
[M—CgH,-,0O]"
150 (100) [M[, 135 (87) [M=CH]" e 107
(43) [M—CH;, —COT
71 (86) [M—GgHz1]", 57 (100) [M—GiHq]"
e 43 (98) [M—-GHog]"
85 (100) [M—=GH1i]* e 43 (30) [M—
CeHsO,] ™
82 (100) [M=GH1,0,]" € 43 (63) [M—
CoH1507]"

178 (45) [M]" e 163 (100) [M-CH*

82 (48) [M-HO, —GoHad ", 57 (98) M
CoHig" & 43 (100) [M—GoHoy]”
190 (29) [M", 175 (43) [M—
CH3] A e 43 (100) [M—@lH14] e
194 (1) [M]", 69 (40) [M-GH.4"** e 43
(100) [M—CyHyg"
192 (5) [M[", 177 (100) [M-CH|** e 43
(90) [M—CyoH17™
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2,4-Ditert-butil-fenol (103

PentadecandlQ4)

Linalol etil éter (05
Benzofenonal(06)
Tetradecanall(07)
Hexadecanol(08
Pentadecanall09)

8-Metil-heptadecandl(L0)
Acido tetradecanoical(l1)
2,6,11,15-Tetrametil-hexadecaridl @)

Hexadecanall(13

Di-isobutil-ftalato (L14)

Acido pentadecanéicd {5

2-Oxooctadecanoato de metilELE)

Farnesil acetonal(?)

AL

HY

ET/MT

KE

AD

HY

AD

HY

FA

HY/DT

AD

ES

FA

ES

KE/CD

27,632

28,141

29,011

30,992

31,654

32,166

35,860

36,642

37,732

38,470

39,550

40,377

41,158

42,258

42,880

1508

1521

1543

1593

1610

1623

1717

1737

1765

1784

1811

1832

1852

1880

1896

1512

1500

1604

1618

1600

1717

1738

1770

1810

1815

1873

1863

1919

3,095

0,239

0,621

6,160

1,119

0,276

0,285

4,961

0,271

2,016

0,178

0,197

0,533

2,017

0,631

C14H2,0 (206,32)

1§32 (212,41)

Ci12H2,0 (182,30)

CiH10 (182,22)

CuH260 (212,37)

CigHas (226,44)

CisHaoO (226,40)

CigH3s (254,49)

CiH40; (228,37)

CaoHaz (282,54)

Ci6H3,0 (240,42)

1682004 (278,34)

CisHao0> (242,39)

Ci1oH3605 (312,49)

CigHaoO (262,43)

206 (18) [M]", 191 (100) [M-CH]** e 57
(50) [M—CyoH1401™

71 (87) [M=GgHoy] ™", 57 (100) [M—
CuiHzd ™ € 43 (84) [M—GHoe ™

55 (42) [M=GH1s0]** e 43 (100) [M—
CoHyg]™
182 (39) [M]", 105 (100) [M-GH¢]** € 77
(68) [M—CsHs, —COJ”
82 (50) [M—HO, —GoHq] ™", 57 (98) [M—
CioHo1] ™ € 43 (100) [M=GH,e ™
71 (63) [M=GiH.4 ™, 57 (100) [M—
CioHos| ™ € 43 (77) [M—GaHa7 ™
82 (58) [M-HO, ~GoHzd ™, 57 (100) [M—
CioHog] ™ € 43 (91) [M—GeHp7] ™
71 (86) [M—G3Hz7 ™, 57 (100) [M—
CraHadl ™ € 43 (83) [M—GsHag] ™
73 (68) [M—G1H.4", 57 (94) [M-HO, —
CuiH2i]" e 43 (100) [M-HO, —GoHoq "
71 (91) [M-G.Hzd ™, 57 (100) [M—
CisHzi] ™ e 43 (85) [M—GgHag ™
82 (55) [M-HO, ~GoHzd ™, 57 (100) [M—
CizHa7]™ € 43 (95) [M—GHoe] ™
149 (100) [M—GH¢O, —GHq] ™, 57 (34)
[M—C1.H150,]™ e 41 (16) [M—GH;50s, —
CH,O]**
242 (57) [M]", 57 (94) [M=GH,4™ e 43
(100) [M—CyzHog ™
85 (46) [M—CHO, —C1,H,7]™, 71 (61) [M—
CH,0, —GsH.d ™ e 57 (100) [M—CHO, —
CigHarl ™
262 (5) [M]", 69 (90) [M=G3H»10]"" e 43
(100) [M—CygHa7 ™
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Nonadecanol(18)
Isofitol (119)
Acido n-hexadecandical@0)

Fitol (121)

Total

HY

AL/DT

FA

AL/DT

43,102

44,772

45,596

51,010

1901

1944

1965

2104

1900

1949

1972

2135

1,903 C,gHq0 (268,52)
0,924 ¢, H,0 (296,53)
18,233 ¢ H4,0 (256,42)

1,611 C,0H,0 (296,53)

67,357

71 (67) [M—GHzd ™, 57 (100) [M—
CisHzy ™ e 43 (65) [M—GgHag ™

57 (43) [M=GH, —CigHaq] ™", 71 (100) [M—

CieHzg] ™" e 43 (44) [M—-GH3:0]™

73 (87) [M=GaH»7]™", 57 (85) [M=HO, —

CisHog] ™ € 43 (100) [M-HO, —GH,7"

71 (100) [M=GgH33 ™, 57 (37) [M—=GH,4, —

CisHal] ™ e 43 (41) [M-GH30]™

AD = aldeido; AL = éalcool; ES = éster; ET = éteA E 4cido graxo; HY = hidrocarboneto; KE = cetoMil = monoterpeno; ST = sesquiterpeno; DT = ditegpeZD =

derivado de carotendide.
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Figura IV.3. Estrutura quimica dos principais componentes ifleatios no 6leo essencial Heaurina.
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2.2. Efeito da radiacdo gama sobre os Oleos esaende |. laurina

A partir da analise da Tabela 1.6 (p. 41), a quade do 6leo essencial obtida por
hidrodestilacdo das folhas irradiadasldi&urina (OEIL,, OEIL;, OEILs, OEILs, OEIL;o €
OEIL,o) foi diferente em relagéo a amostra néo irrad{&@talL,) (ver secdo de isolamento do
Oleo essencial, p.40). Apesar do processo de éxtrey sido mais favorecido para OEIL
(3,70 mg) do que para ORJI(3,30 mg), a quantidade de Ok maior do que a quantidade
de OEIlL; (1,40 mg) e OEIL (1,40 mg), ou seja, a quantidade do 6leo essemxiaido nao &
diretamente proporcional a dose de radiacdo. Esseftados confirmam que a radiacdo gama
provoca danos as membranas celulares de folha yAlearal, 2011). Assim, o0 processo de
extracdo do 6leo essencial € dependente da doselidedo em que o material vegetal foi
exposto a radiacao.

A Tabela IV.5 (p. 76) mostra a proporc¢éao relatioea domponentes dos ORJLOEIL,,
OEIL3, OEILs, OEIL;p e OElLy. A mudanca na concentracao de alguns componentégal
essencial pode ser atribuida a eficiéncia da édraca estabilidades/labilidade quimica e
estrutural destes componentes, quando as folhaxpastas a radiacdo gama.

Os efeitos de radiacdo gama nos 6leos essenciesnpser observados também quando
0S seus componentes quimicos sdo agrupados emsclaisisnicas (Tabela IV.6; p. 77). A
proporcéao de acidos graxos (FA) € aumentada quasidolhas de. laurina sdo expostas a
radiacdo gama e, por outro lado, as proporcdestdees (ES), alcodis (AL), aldeidos (AD) e
éteres (ET) sdo menores nas mesmas condi¢des.tiidero efeito da radiagdo gama néo é
0 mesmo para os diferentes compostos em cada cjags&ca. Um exemplo sdo os alcodis
119e 121 (p. 74). Este ultimo mostra uma diminuicdo sigmifica na propor¢cdo quando as
folnas sdo expostas a radiacdo, enquanto que aorp&mp de 119 ndo é alterada

significativamente em diferentes doses de radiacao.
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Tabela I1V.5. Porcentagem relativa dos componentes dos ¢leosoisiseextraidos das folhas delaurina
submetidas a diferentes doses de radiacdo gama

Constituinte 0,0 kGy 1,0 kGy 3,0 kGy 5,0 kGy 10,0 kGy 20,0 kGy
74 0,107 0,17¢ 0,031 0,07¢ 0,35t 0,25¢
75 0,17¢ 0,131 0,01¢( 0,04¢ 0,28: 0,12¢
76 3,371 3,063 1,976 3,148 2,879 2,312
77 0,242 0,28: 0,147 0,20¢ 0,27¢ 0,247
78 1,134 1,146 0,747 0,959 0,844 0,829
79 0,261 0,229 0,080 0,151 0,196 0,132
8C 0,15: 0,217 0,09( 0,141 0,157 0,14¢
81 0,366 0,336 0,171 0,301 0,342 0,245
82 0,05¢ 0,127 0,04( 0,09¢ 0,11¢ 0,08(
83 0,070 0,075 0,013 0,040 0,061 0,051
84 0,04( 0,03¢ 0,03( 0,02( 0,02¢ 0,02:
85 0,155 0,199 0,100 0,113 0,120 0,127
86 1,011 0,970 0,814 0,889 0,772 0,644
87 0,36: 0,40z 0,17¢ 0,26¢ 0,281 0,27¢
88 0,083 0,137 0,026 0,048 0,058 0,072
89 0,80¢ 0,861 0,38¢ 0,52: 0,51¢ 0,52:
90 0,227 0,204 0,134 0,172 0,184 0,168
91 0,621 0,631 0,488 0,574 0,403 0,496
92 0,407 0,567 0,167 0,22¢ 0,35( 0,381
93 3,037 0,557 1,701 3,847 3,102 3,381
94 0,55¢ 0,63( 0,55¢ 0,55¢ 0,51: 0,62¢
95 0,797 2,345 0,533 1,101 0,421 0,596
96 0,83¢ 0,36¢ 0,237 0,33 0,78¢ 0,48¢
97 0,269 0,246 0,227 0,254 0,219 0,190
98 0,634 0,614 0,667 0,628 0,584 0,540
99 0,46¢ 0,58¢ 0,32¢ 0,39: 0,36¢ 0,38¢
100 0,500 0,771 0,375 0,342 0,307 0,328
101 1,407 2,16: 1,267 1,233 1,35( 1,461
102 3,941 4917 3,269 3,086 3,180 3,549
103 3,095 3,659 2,137 2,104 2,092 2,061
104 0,23¢ 0,26: 0,27¢ 0,25( 0,21¢ 0,26¢
105 0,621 0,533 0,556 0,570 0,427 0,402
10€ 6,16( 5,86¢ 8,541 7,25¢ 8,11¢ 6,21(
107 1,119 0,742 0,817 0,851 0,756 0,785
10¢ 0,27¢ 0,11« 0,29: 0,11z 0,10¢ 0,14(
109 0,285 0,272 0,388 0,633 0,433 0,442
110 4,961 4,973 3,806 4,245 3,492 4,221
111 0,271 0,27( 0,331 0,29¢ 0,30( 0,28¢
112 2,016 1,632 2,595 2,087 2,323 2,401
11z 0,17¢ 0,17¢ 0,13¢ 0,147 0,12 0,127
114 0,197 0,221 0,197 0,186 0,171 0,247
115 0,533 0,701 0,544 0,539 0,532 0,502
11€ 2,017 1,85(C 2,00( 2,00¢ 1,71¢ 1,607
117 0,631 0,666 0,620 0,616 0,516 0,551
11¢€ 1,90¢ 1,93t 1,82¢ 1,78: 1,517 1,69¢
119 0,924 0,867 0,936 0,957 0,945 0,952
12C 18,23 16,32¢ 28,60:¢ 21,67¢ 24,28 23,88¢
121 1,611 0,264 0,696 0,641 0,720 0,616
Total 67,357 64,306 70,093 66,734 67,841 66,080
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Tabela IV.6. Porcentagem relativa dos constituintes reunidogmimos funcionais e classes quimicas

Grupo funcional 0,0 kGy 1,0 kGy 3,0 kGy 5,0 kGy 10,0 kGy 20,0 kGy

ES 6,615 3,469 4,442 6,779 6,196 6,043
FA 23,254 21,255 31,879 26,200 28,541 27,538
KE 13,707 15,517 14,870 13,430 14,847 13,165
AL 7,958 7,208 5,559 5,769 5,779 5,516
AD 3,261 3,011 2,468 3,036 2,547 2,682
ET 1,541 1,499 1,285 1,427 1,281 1,271
HY 11,941 13,313 10,319 10,950 9,504 10,734
Classe 0,0 kGy 1,0 kGy 3,0 kGy 5,0 kGy 10,0 kGy 20,0 kGy
MT 7,346 8,919 6,077 6,083 6,071 6,301
CD 2,249 2,313 1,949 2,084 1,784 1,862
DT 4,551 2,763 4,227 3,685 3,988 3,969
ST 0,797 2,345 0,533 1,101 0,421 0,596

3. Oleo essencial dEucalyptus grandis
3.1. Andlises quimicas do Oleo essencial

Na Tabela IV.7 (p. 78) sédo apresentados os dado@d-ID e CG-EM dos
componentes do 0Oleo essencial extraido das foledsudalyptus grandiSOEEG). Nesta
analise foram adicionados dois padrdes internadeaano (2,92 mg/mL) e octadecano (2,98
mg/mL), que nao interferiram na andlise. A conag#o de cada um dos compostos
identificados no OEEgfoi calculada levando em consideracdo as areagpdoges em
relacdo as concentracfes dos mesmos. A atribuigadaa dos picos de CG-FID de OEEG
foi baseada no método Kovats. Além disso, os pides CG-EM foram atribuidos
guimicamente através da comparacao com banco ae dadfragmentacéo padrdo NIST. A
estrutura dos fitoconstituintes encontrados no éksencial d&. grandisé apresentada na
Figura IV.4 (p. 79).

Os fitoconstituintes registrados no cromatogram&@edo OEEG pertencem a classe
dos monoterpenos aciclico (MA; compo®p monoterpeno ciclico (MC; compostG22,

123 124, 125 126,128 130, 131e132)e dos sesquiterpenos (ST; compodidd 134, 135
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136, 137, 138 e 139. Os monoterpenosg-pineno (2,74 mg/mL) e eucaliptol (2,49 mg/mL)

apresentam-se em maior concentracdo no 6leo eakdeEucalyptus grandis

Tabela I1V.7. Classe quimica e dados de CG dos compostos ideniis em OEE tempo de retencdo (TR,
min), concentragdo (mg/mL), indice de Kovats caldok (CKRI) e indice de Kovéts encontrado na litesa
(LKRI)

Composto Classe quimica TR Concentragéo (mg/mL) CKRI LKRI

a-Pineno 122 MC 2,562 2,74 1025 941

Canfeno 123 MC 2,734 0,049 1030 951

Limoneno (124 MC 3,087 0,031 1041 1024
m-Cimeno (25 MC 3,878 0,36 1064 1037
Eucaliptol (L26) MC 3,941 2,49 1066 1046
transOcimeno 127) MA 4,014 0,037 1068 1055
a-Fenchol 128 MC 5,068 0,027 1099 1098
Undecano (Padrdo internb29) HY 5,341 2,92 1107 1100
Isoborneol 130 MC 5,975 0,024 1126 1154
a-Terpineol (31 MC 7,833 0,18 1181 1197
Acetato dex-terpineol (32 MC 13,088 0,54 1338 1350
p-Cariofileno (L33 ST 15,431 0,12 1407 1419
Aromadendrenol34) ST 16,125 0,028 1428 1442
Germacreno B35 ST 18,256 0,12 1491 1556
o-Cadineno 136) ST 19,314 0,075 1523 1562
(E)-Nerolidol (137) ST 21,054 0,058 1574 1567
(-)-Espatulenol 138 ST 21,303 0,16 1582 1582
Oxido de cariofileno139) ST 21,497 0,052 1588 1617
Octadecano (Padréo interriatO) HY 29,243 2,98 1817 1800

MC = monoterpeno ciclico; MA = monoterpeno aciclieky = hidrocarboneto; ST = sequiterpeno.
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Figura IV.4. Estrutura quimica dos principais componentes do ésencial dE. grandis
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3.2. Efeito da radiacdo gama sobre os Oleos esaende E. grandis

A partir da analise da Tabela 1.6 (p. 41), a quade do 6leo essencial obtida por
hidrodestilacdo das folhas irradiadas (OEEGEEG, OEEG, OEEG, e OEEG) foram
diferentes em relacdo a OEE@er secdo de isolamento do 6leo essencial, pGl@umento
da radiacdo gama sobre as folhaseEdegrandisprovoca um aumento da extracdo do Oleo
essencial. Porém, quando se utiliza dose de 20 &@sgrva-se uma pequena diminuicdo em
relacdo as outras amostras irradiadas, porém & amatbr que OEE§ ou seja, a quantidade
do dleo essencial extraido ndo é diretamente prap@l a dose de radiacdo. Estes resultados
indicam que a radiagdo gama provoca danos as measbcelulares das folhas (Dhareta
al., 2011). Assim, o processo de extracao do Oleenegd € dependente da dose de radiacao,
em gue o material vegetal foi exposto a radiacao.

A Tabela IV.8 (p. 81) mostra a concentracdo (mg/md$ componentes dos OEEG
OEEG, OEEG, OEEG, OEEG, e OEEG,. Para a grande maioria dos compostos, com
excecdo do composty observa-se um aumento de concentracdo com o twiaeriose de
radiacdo que as folhas foram submetidas. Poréemgdosede 10 kGy ocorre uma diminuicao
da concentragcdo dos componentes em relacdo as @uastras irradiadas. Assim, cada
constituinte se comporta de forma diferente quanutonetidos a diferentes doses de radiacdo

gama, portanto ndo sendo dependente da dose.
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Tabela 1V.8. Concentragdo (mg/mL) dos componentes dos 6leos@aseextraidos das folhas #e grandis
submetidas a diferentes doses de radiacdo gama

Composto 0,0 kGy 1,0 kGy 3,0 kGy 5,0 kGy 10,0 kGy 20,0 kGy
122 2,74 29 3,00 3,05 2,94 3,27
123 0,049 0,049 0,050 0,050 0,047 0,050
124 0,031 0,032 0,035 0,034 0,033 0,036
125 0,36 0,36 0,37 0,38 0,37 0,39
126 2,49 2,44 2,43 2,51 2,34 2,51
127 0,037 0,040 0,039 0,040 0,038 0,040
128 0,027 0,030 0,034 0,031 0,033 0,032
129 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92 2,92
130 0,024 0,026 0,028 0,027 0,026 0,026
131 0,18 0,20 0,20 0,21 0,18 0,18
132 0,54 0,59 0,59 0,62 0,57 0,59
133 0,12 0,14 0,14 0,15 0,15 0,16
134 0,028 0,036 0,035 0,041 0,041 0,042
135 0,12 0,14 0,16 0,15 0,15 0,16
136 0,075 0,090 0,093 0,10 0,099 0,099
137 0,058 0,072 0,074 0,075 0,071 0,070
138 0,16 0,18 0,20 0,20 0,20 0,19
139 0,052 0,059 0,067 0,073 0,068 0,069
140 2,98 2,98 2,98 2,98 2,98 2,98
Monoterpeno aciclico 0,037 0,040 0,039 0,040 0,038 0,040
Monoterpeno ciclico 6,441 6,627 6,737 6,912 6,539 7,084
Sesquiterpeno 0,613 0,717 0,769 0,789 0,779 0,79
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo e analise estrutural fitoquimica deuostituintes de E.

macrophyllus
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1. Analise do Extrato em Hexano d&chinodorus macrophyllus

Apé6s todo o fracionamento cromatografico das paméseas deEchinodorus
macrophyllus (ver secdo 3.2.1 Fracionamento do Extrato em Hex@dmdechinodorus
macrophyllus p. 36) foram obtidos 11 grupos de interesse quanf analisados por CG-EM:
HRO2, HRO5, HR06, HRO7, HRO8, ARO1, AR02, ARO3, B@®2 e D02, sendo que para
este ultimo foram realizadas analises por RMN. Naise por CG-EM foram considerados
apenas 0s picos mais intensos e com porcentagesimdaridade com a substancia presente

na biblioteca NIST superior a 80%.

1.1. Grupo HR02

A Figura V.1 mostra o cromatograma de uma amostraiomatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas do grupo HR02. O grik@2 I8 constituido por 10 substancias,
sendo 147 (hexa-hidrofarnesil acetona)l50 (fitol) e 148 (farnesil acetona), os
fitoconstituintes com maiores concentracdes na amoslguns picos do cromatograma, que
também séo intensos, ndo foram identificados deidaixa porcentagem de similaridade ou

nao apresentaram correspondéncia apropriada comumernsubstancia da biblioteca NIST.
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Figura V.1. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atempetria de massas do grupo HRO2.

A Tabela V.1 (p. 84) mostra os dados de cromat@gmafgas: tempo de retencdo,

atribuicdo e porcentagem de similaridade dos b@ditstituintes encontrados no grupo HR02
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obtido do extrato em hexano das folhas denkcrophyllus A estrutura dos fitoconstituintes

identificados no grupo HR0O2 é mostrada na Figufa V.

Tabela V.1. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigBo e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados no grupo HRO2 obtidb extrato em hexano das folhasdenacrophyllus

HRO2
Pico Substancia  Tempo de retengéo (min) Atribuicédo % Similaridade
1 141 15,648 2-Isopropenil-5-metil-hex-4-enal 91
2 142 20,544 1,2:6,7-Diepdxi-linalol 80
3 143 23,300 trans-Geranilacetona 96
4 144 28,181 Oxido de cariofileno 91
5 145 33,932 Geranilgeraniol 82
6 146 37,097 Widdrol 81
7 147 38,165 Hexa-hidrofarnesil acetona 95
8 148 40,118 Farnesil acetona 90
9 149 42,024 3-Desobxi-estradiol 83
10 150 46,581 Fitol 97
o OH
H O.
° AN X
(o]
‘ o
141 142 143 144
OH
\ \ \ \ oH
145 146
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HO\/\(\/\(\/\(\/\(
149 150

Figura V.2. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identifioagpor CG-EM do grupo HR0O2 obtidos do extrato
em hexano das folhas &e macrophyllus.
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1.2. Grupo HRO5

A Figura V.3 mostra o cromatograma de uma amostraiomatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas do grupo HRO5. No gHR@5 foram identificadas sete
substancias. O compost47 (hexa-hidrofarnesil acetona) apresenta concertragéito
superior em relacdo aos demais compostos, sendodsepgelos compostod55 (acido
palmitico) el156 (estigmasterol). Da mesma forma que o grupo HRIG2ins picos ndo foram
identificados devido a baixa porcentagem de simddale ou n&do apresentaram

correspondéncia apropriada com nenhuma substaatidlibteca NIST.

(x10,000,000)
TIC

1.004
0.75+

0.504 6

0.25 7
1 2 3 4
N~ il ‘ A M‘ . JLUJA”U“MMLL—JLL

A
T e e o e e T A e L A e e e A s s e b
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 60.0 65.0

Figura V.3. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atespetria de massas do grupo HRO5.

A Tabela V.2 mostra os dados de cromatografia a gspo de retencédo (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade dos stieohstituintes identificados no grupo
HRO5 obtido do extrato em hexano das folhas Edemacrophyllus A estrutura dos

fitoconstituintes identificados no grupo HRO5 € maxda na Figura V.4 (p. 86).

Tabela V.2. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigBo e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados no grupo HRO5 obtidb extrato em hexano das folhasdenacrophyllus

HRO5
Pico  Substancia Tempo de retencao (min) Atribuicédo % Similaridade
1 151 21,654 Tetra-hidrogeranil acetona 89
2 152 24,833 Hexadecano 90
3 153 28,148 Acido 3-hidroxi-dodecandico 83
4 154 30,968 Hexa-hidro farnesol 93
5 147 38,158 Hexa-hidrofarnesil acetona 94
6 155 42,127 Acido palmitico 93
7 156 62,080 Estigmasterol 83

85



P S N A
W 152

151
VWWO WOH
OH OH
153

154

155

HO

156

Figura V.4. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identifieagpor CG-EM do grupo HRO5 obtidos do extrato
em hexano das folhas & macrophyllus

1.3. Grupo HRO6
A Figura V.5 mostra o cromatograma de uma amostraiomatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas do grupo HR06. Quaiwe firam identificados no grupo HR06

obtido do extrato em hexano das folhagdenacrophyllus
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Figura V.5. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atespetria de massas do grupo HRO6.
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A Tabela V.3 mostra os dados de cromatografia a gspo de retencédo (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade dos qudatrconstituintes identificados no grupo

HRO6 obtido do extrato em hexano das folhak.dmacrophyllus

Tabela V.3. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigBo e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados no grupo HRO6 obtidb extrato em hexano das folhasdenacrophyllus

HRO6
Pico  Substancia Tempo de retencao (min) Atribuicao % Similaridade
1 147 38,088 Hexa-hidrofarnesil acetona 94
2 157 40,741 Palmitato de metila 93
3 158 42,943 Palmitato de etila 88
4 150 46,497 Fitol 95

O pico mais intenso néo foi identificado por ndceapntar similaridade com nenhuma
substancia da biblioteca NIST. O pitg¢hexa-hidrofarnesil acetona) mostra-se muito sien
sendo seguido pelo pi®(palmitato de etila)}4 (fitol) e 2 (palmitato de metila). A estrutura

dos fitoconstituintes identificados no grupo HRO®&@strada na Figura V.6.

157

HOW

150

158

Figura V.6. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identifioagpor CG-EM do grupo HR06 obtidos do extrato
em hexano das folhas & macrophyllus
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1.4. Grupo HRO7
A Figura V.7 mostra o cromatograma de uma amostraimmatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas do grupo HRO7. No cognaata de CG foram identificados 3

fitoconstituintes.
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Figura V.7. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atempetria de massas do grupo HRO7.

A Tabela V.4 mostra os dados de cromatografia gasesnpo de retencao (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade dos titésohstituintes identificados no grupo

HRO7 obtido do extrato em hexano das folhak.dmacrophyllus

Tabela V.4. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigéio e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados no grupo HRO7 obtitb extrato em hexano das folhassdenacrophyllus

HRO7

Pico  Substancia Tempo de retencao (min) Atribuicao % Similaridade
1 143 23,303 trans-Geranilacetona 83
2 159 28,208 4,5-epoxi-cariofileno 94
3 147 38,143 Hexa-hidrofarnesil acetona 92

Alguns picos néo foram identificados por ndo apresem similaridades a nenhuma
estrutura da biblioteca NIST. O pi® (hexa-hidrofarnesil acetona) € o mais abundante,
seguido pelos pico2 (4,5-epoxi-cariofileno) el (trans-geranilacetona). A estrutura dos

fitoconstituintes identificados no grupo HRO7 é imaxda na Figura V.8 (p. 89).
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Figura V.8. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identifioagpor CG-EM do grupo HRO7 obtidos do extrato
em hexano das folhas &e macrophyllus

1.5. Grupo HR0O8
A Figura V.9 mostra o cromatograma de uma amostraiomatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas do grupo HRO08. Apeseordplexidade do cromatograma de

CG de HR08 somente um pico foi identificado.

(x10,000,000)
TIC

Figura V.9. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atespetria de massas do grupo HRO08.

A Tabela V.5 mostra os dados de cromatografia a gspo de retencédo (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade do fitstitinte identificado no grupo HRO8

obtido do extrato em hexano das folhasdenacrophyllus

Tabela V.5. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigio e porcentagem de similaridade do
fitoconstituinte encontrado no grupo HRO8 obtidcedttrato em hexano das folhasElemacrophyllus

HRO8
Pico Substancia Tempo de retencao (min) Atribuicédo % Similaridade
1 160 65,152 Esqualeno 89
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No grupo HRO8 foi identificado o triterpeno esqualeA estrutura do fitoconstituinte

identificado no grupo HR08 é mostrada na FiguraV.1

160

Figura V.10. Estrutura quimica do fitoconstituinte identificagor CG-EM do grupo HRO8 obtidos do extrato
em hexano das folhas &e macrophyllus

1.6. Fragao ARO1

As fracbes denominadas AR foram obtidas do fracimmao cromatografico do grupo
HRO09. A Figura V.11 mostra o cromatograma de umasam por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas da fracdo AR®lcromatograma de CG sédo
registrados sete picos intensos entre TR = 38@@rhin e dois picos proximos a TR = 60,0

min.
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Figura V.11. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atespetria de massas da fracdo AROL.

A Tabela V.6 (p. 91) mostra os dados de cromat@geafas: tempo de retencédo (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade dos swieohstituintes identificados na fracao
ARO1 obtida do refracionamento de HRO9 do extrato lkexano das folhas dE.

macrophyllus
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Tabela V.6. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigBio e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados na fragdo ARO1 dhtido refracionamento de HR09 do extrato em hexiaso
folhas deE. macrophyllus

ARO1
Pico  Substancia Tempo de retencao (min) Atribuicao % Similaridade
1 147 38,019 Hexa-hidrofarnesil acetona 91
2 157 40,751 Palmitato de metila 94
3 155 42,055 Acido palmitico 93
4 158 42,924 Palmitato de etila 90
5 161 46,960 Estearato de metila 91
6 162 48,015 Acido esteérico 90
7 163 48,947 Docosonoato de etila 80

Assim como nos grupos anteriormente, alguns fitsttuintes ndo foram identificados
por ndo apresentarem similaridades a nenhumawstrdé biblioteca NIST. A fracdo ARO1
contém em maior quantidade o constituinte corredgate ao picod (hexa-hidrofarnesil
acetona), seguido do pi@(acido palmitico) e pic@ (palmitato de metila). A estrutura dos

fitoconstituintes identificados na fragdo ARO1 éstnada na Figura V.12.

163 o

Figura V.12. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identifisadpor CG-EM da fracdo ARO1 obtida do
refracionamento do grupo HR09 do extrato em hexkasdolhas d&. macrophyllus
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1.7. Fracao ARO2
A Figura V.13 mostra 0 cromatograma de uma amagstna cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas da fracdo ARO®2cromatograma de CG sao

registrados varios picos entre 40,0 e 50,0 min.

(x10,000,000)
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Figura V.13. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atespetria de massas da fracdo ARO2.

A Tabela V.7 mostra os dados de cromatografia a gspo de retencédo (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade dos ftitésanstituintes identificados na fracao
ARO2 obtida do refracionamento de HRO9 do extrato kexano das folhas dE.

macrophyllus

Tabela V.7. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigBio e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados na fracdo ARO02 dhtido refracionamento de HR09 do extrato em hexiaso
folhas deE. macrophyllus

ARO02
Pico Substancia Tempo de retencéo (min) Atribuicédo % Similaridade
1 157 40,751 Palmitato de metila 84
2 155 42,862 Acido palmitico 93
3 162 48,388 Acido esteéarico 93

Os fitoconstituintes identificados mostraram as ames concentragcdes na amostra,
sendo o pic@ (acido palmitico) o mais intenso, seguido pel® @cacido estearico) e pelo
pico 1, em menor concentracdo, (palmitato de etila). Auaga dos fitoconstituintes

identificados na fragcdo ARO2 € mostrada na Figufia \fp. 93).
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Figura V.14. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identificadpor CG-EM da fracdo ARO02 obtida do
refracionamento do grupo HR09 do extrato em hexkasdfolhas d&. macrophyllus

1.8. Fragao ARO3
A Figura V.15 mostra 0 cromatograma de uma amagstna cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas da fracdo AR®3cromatograma de CG sédo

numerados cinco fitoconstituintes nessa fracae & = 35,0 e 50,0 min.
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Figura V.15. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atespetria de massas da fracdo ARO3.

A Tabela V.8 (p. 94) mostra os dados de cromat@geafias: tempo de retencdo (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade dos cfitooonstituintes identificados na fracao
ARO3 obtida do refracionamento de HRO09 do extrato lkexano das folhas dE.

macrophyllus
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Tabela V.8. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigBio e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados na fragdo ARO3 dhtido refracionamento de HR09 do extrato em hexiaso
folhas deE. macrophyllus

ARO3
Pico Substancia Tempo de retencéo (min) Atribuicdo % Similaridade
1 157 40,751 Palmitato de metila 95
2 155 42,303 Acido palmitico 94
3 158 42,896 Palmitato de etila 94
4 162 48,077 Acido esteérico 91
5 164 48,947 Estearato de etila 89

A fragdo apresenta-se muito rica em fitoconstiggntnas nao foi identificada a grande
maioria dos picos no cromatograma de CG por nd&eseptarem similaridades com nenhuma
substancia da biblioteca NIST. O pi® (palmitato de etila) apresenta-se em maior
concentracdo e o pic@ (acido palmitico) em concentracdo ligeiramente anegue 3,
enquanto que o picd (estearato de etila) em menor concentracdo. Autasr dos

fitoconstituintes identificados na fragdo ARO3 éstnada na Figura V.16.
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Figura V.16. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identificadpor CG-EM da fracdo ARO03 obtida do
refracionamento do grupo HR09 do extrato em hexkasdolhas d&. macrophyllus

1.9. Fracao B05
A fracdo BO5 foi obtida do refracionamento da feaé&R13 do extrato em hexano das
folhas deE. macrophyllusA Figura V.17 (p. 95) mostra o cromatograma de amostra por

cromatografia a gas acoplada a espectrometria deamnala fracdo B05. A fracdo mostrou-se
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simples, sendo possivel identificar trés fitocdosites nessa fracdo entre TR = 35,0 e 50,0

min.
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Figura V.17. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atespetria de massas da fragao BO5.

A Tabela V.9 mostra os dados de cromatografia a gspo de retencédo (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade dos ftitésanstituintes identificados na fracao

BO5 obtida do refracionamento de AR13 do extratcherano das folhas de macrophyllus

Tabela V.9. Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigBio e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados na fracdo BO5 ohtido refracionamento de AR13 do extrato em hexa® d
folhas deE. macrophyllus

B0O5
Pico Substancia Tempo de retencao (min) Atribuicao % Similaridade
1 165 35,287 Acido miristico 89
2 155 42,613 Acido palmitico 93
3 162 48,201 Acido esteérico 91

Na fracdo BO5 foi possivel identificar dois picotensos: pico 2 (acido palmitico) e
pico 3 (acido estearico) e um menos intenso, o fiiqdcido miristico). A estrutura dos

fitoconstituintes identificados na fragdo BO5 é trema na Figura V.18 (p. 96).
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Figura V.18. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identifioadpor CG-EM da fracdo B05 obtida do
refracionamento da fracdo AR13 do extrato em herasdolhas d&. macrophyllus

1.10. Fragao C02

A fracdo CO2 foi obtida a partir do refracionamedss fragbes BO3 e B0O4 obtida do
extrato em hexano da espéé&e macrophyllus A Figura V.19 mostra o cromatograma de
uma amostra por cromatografia a gas acoplada atespetria de massas da fracdo C02. A
fracdo C02 é rica em fitoconstituintes apresentamdonimero grande de fitoconstituintes

identificados (11 substancias.

(x10,000,000)
2.50{TIC

2.257
2.007
1.757
1.504
1.254
1.004

0.75] 11

0.50q 1 10
xnﬁlnnﬂﬂmmhiﬂh

Figura V.19. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atempetria de massas da fracdo C02.

A Tabela V.10 (p. 97) mostra os dados de cromafiegea gas: tempo de retencao
(min), atribuicdo e porcentagem de similaridade dioge fitoconstituintes identificados na
fracdo CO02 obtida do refracionamento de B03 e Bf4>drato em hexano das folhasEle

macrophyllus
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Tabela V.10.Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigho e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados na fragdo C02 oatib refracionamento de BO3 e B04 do extrato emar@xlas
folhas deE. macrophyllus

C02

Pico  Substancia Tempo de retencao (min) Atribuicao % Similaridade
1 166 24,856 9-Oxononanoato de etila 93
2 167 31,251 Acido nonadienoéico 80
3 168 36,404 Miristato de etila 90
4 147 38,081 Hexa-hidrofarnesil acetona 89
5 157 40,751 Palmitato de metila 90
6 158 43,172 Palmitato de etila 94
7 169 46,028 Heptadecanoato de etila 91
8 164 49,071 Estearato de etila 93
9 163 54,473 Docosanoato de etila 80
10 170 62,234 Estigmasterol 87
11 171 65,711 p-Sitosterol 81

O pico 6 (palmitato de etila) € o mais intenso no cromatogr de CG. O pic@
(estearato de etila) apresenta-se também em altzmivacdo relativa na amostra. Os demais
fitoconstituintes estdo em menores concentracoedoteido identificados alguns acidos
graxos e os triterpenos estigmastergl-gitosterol presentes nessa fragcdo. A estrutura dos

fitoconstituintes encontrados na fracdo C02 é radatna Figura V.20 (p. 98).
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Figura V.20. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identifioadpor CG-EM da fracdo C02 obtida do
refracionamento da fracdo B0O3 e B04 do extrato examo das folhas d& macrophyllus

1.11. Fragcao D02

A fracdo D02 foi obtida do refracionamento da fra€207 do extrato em hexano da
espécieE. macrophyllusA Figura V.21 (p. 99) mostra o cromatograma dex@mostra por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria dsamnala fracdo D02. Na fracdo foram

identificados quatro picos presentes na amosttee &R = 42,0 e 66,0 min.
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Figura V.21. Cromatograma de cromatografia a gas acoplada atempetria de massas da fragao D02.

A Tabela V.11 mostra os dados de cromatografiasa ggnpo de retencao (min),
atribuicdo e porcentagem de similaridade dos quatrconstituintes identificados na fracéo

D02 obtida do refracionamento de C0O7 do extrattnerano das folhas de macrophyllus

Tabela V.11.Dados de CG-EM: pico, tempo de retencdo (min)baigho e porcentagem de similaridade dos
fitoconstituintes identificados na fragdo D02 ohtitb refracionamento de CO7 do extrato em hexasdalhas
deE. macrophyllus

D02
Pico Substancia Tempo de retencao (min) Atribuicao % Similaridade
1 155 42,241 Acido palmitico 94
2 162 48,077 Acido esteéarico 92
3 170 61,985 Estigmasterol 88
4 171 65,338 p-Sistosterol 82

O picol (4cido palmitico) apresentou-se como 0 mais iatescromatograma de CG.
O pico 2 (4cido estearico) apresenta-se também em alteetvacéo relativa na amostra.
Também foram identificados o pi@(Estigmasterol) e o picé (5-Sistosterol). A estrutura

dos fitoconstituintes encontrados na fracdo DO2strada na Figura V.22 (p. 100).
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Figura V.22. Estrutura quimica dos fitoconstituintes identificadpor CG-EM da fracdo D02 obtida do
refracionamento da fracdo C0O7 do extrato em hegasdolhas d&. macrophyllus

A fracdo D02 (17 mg) apresentou-se como um solrdadop com faixa de fusdo entre
135,2-141,4 °C. A Figura V.23 (p. 101) mostra oeesm de absorcdo na regido do
infravermelho de D02. A absorcdo em 3278'gnode ser atribuida ao estiramento de O-H,
confirmada pela absorcdo em 1096 cratribuida ao estiramento de C-O. As bandas na
regido de 3000 a 2800 Ensaoatribuidas ao estiramento da ligacdo C-H de caadiédgica. A
absorcdo em 1066 ¢hé caracteristica de estiramento C-O, compativel baroxila de
esterdis. A absorcdo em 992 tré caracteristica de ligacdo C#@ns dissubstituida da

cadeia lateral de esterois.
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Figura V.23. Espectro de absorcéo na regido do Infravermelid0®e(ATR, cn).

A Figura V.24 (p. 102) apresenta o espectro de Rl de D02. O sinal enjy 5,35
pode ser atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 dathd S-sitosterol quanto do estigmasterol.
O sinal multipleto endy 5,22 - 5,02 pode ser atribuido aos atomos de hédiogH-22 e H-23
do estigmasterol. O sinal edp 3,55 - 3,51 pode ser atribuido ao hidrogénio céilto H-3
do p-sitosterol e estigmasterol. Os varios sinais gms®s na regido ey 2,40 - 0,60
podem ser atribuidos aos atomos de hidrogéniodiziaalifatica de ambos os esteroides.

A Figura V.25 (p. 102) apresenta o espectro de RMRC e o subespectro de DEPT
135° de D02. Os sinais efiza 140,7 (C-ndo hidrogenado) e 121,7 (C-hidrogehaddem
ser atribuidos respectivamente a C-5 e C-@-ddosterol e estigmasterol. Os sinais &mn
138,3 e 129,3 (ambos C-hidrogenados) podem séu#tds respectivamente a C-22 e C-23
do estigmasterol. Os demais sinais de RMN-“@eforam atribuidos conforme comparacao
com dados de RMN dé’C do g-sitosterol e estigmasterol descritos na literataera

apresentados na Tabela V.12, p. 103 (Brandao, 1991)
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Tabela V.12.Dados de RMN dé&°C de D02 e dos esterdidgsitosterol e estigmasterol descritos na literatura
(Brandao, 1991)

Atomo D02 p-Sitosterol D02 Estigmasterol
C-1 37,3 37,3 37,3 37,3
C-2 31,6 31,6 31,6 31,6
C-3 71,8 71,8 71,8 71,8
C-4 42,3 42,3 42,3 42,3
C-5 140,7 140,8 140,7 140,8
C-6 121,7 121,7 121,7 121,7
C-7 31,9 31,9 31,9 31,9
C-8 31,9 31,9 31,9 31,9
C-9 50,1 50,1 50,1 50,1
C-10 36,5 36,5 36,5 36,5
C-11 21,1 21,1 21,1 21,1
C-12 39,8 39,8 39,8 39,8
C-13 42,3 42,3 42,3 42,3
C-14 56,8 56,8 56,8 56,8
C-15 24,3 24,3 24,3 24,3
C-16 28,9 28,9 29,1 29,1
C-17 56,1 56,1 56,1 56,1
C-18 11,9 11,9 12,0 12,0
C-19 19,4 19,4 19,4 19,4
C-20 36,2 36,2 40,5 40,5
c-21 18,8 18,8 21,1 21,1
C-22 33,9 33,9 138,3 138,3
C-23 26,1 26,1 129,3 129,3
C-24 45,8 45,8 51,2 51,3
C-25 29,1 29,1 31,9 31,9
C-26 19,8 19,8 21,2 21,1
c-27 19,0 19,0 19,0 19,0
C-28 23,1 23,1 25,4 25,4
C-29 12,2 12,3 12,2 12,3

O espectro de RMN d&C mostra um sinal emic em 178,9 e varios outros sinais
caracteristicos de carbono alifatico que podemaseuidos ao acido palmitico e acido

estearico presentes na amostra D02.
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2. Anadlise das Fracdes Obtidas de Fracionamento pdCLAE do Extrato Polar de
Echinodorus macrophyllus
2.1. Elucidacéo Estrutural de FO1

A fracdo FO1 corresponde ao pico 2 (TR = 2,93 mogromatograma de CLAE a 280
nm do extrato fendlico das folhas Be macrophyllusconforme apresentado na Figura Ill.1
(p. 49). Esta fracdo foi isolada por CLAE prepamgtiapresentando-se como um solido
branco e faixa de fuséo entre 139,2 — 142,9 °C.

A Figura V.26 apresenta o espectro de absorcaegiaor do infravermelho de FO1. A
absorcdo larga em 3406 ¢né caracteristica do estiramento O-H de acido &éibo em
ligacdo de hidrogénio. A absorgéo pouco intensenaaie 3081 cih é caracteristica de
estiramento C-H de carbono de grupo alquenilicoaBsorcées em 1725 e 1699 tiséo
caracteristicas de estiramento C=0 de acido cdrtmxd de acido carboxilico conjugado a
sistemar, respectivamente. A absorcdo em 1419 éncaracteristica do estiramento C=C. As

absorcdes em 911 e 900 tiséo caracteristicas de deformacado angular fopgatio de O-H.
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4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 0 60 4000
cm-1

Figura V.26. Espectro de absorcéo na regido do infravermelt@0dgATR; cnt).
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A Figura V.27 apresenta o espectro de RMNHlele FO1. O sinal largo edy 12,62 é
caracteristico de hidrogénio de acido carboxiliCosinal simpleto endy 6,73 pode ser
atribuido a hidrogénio alquenilico e o sinal sinplem & 3,73 pode ser atribuido a
hidrogénio metilénico. O sinal de hidrogénio &m 2,43 pode ser atribuido a impurezas

presentes na amostra.

12.62

6.73
—3.73
—243

H CO,H

Ho,c” 3 4

CO,H

—

T T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura V.27. Espectro de RMN d# de FO1 (400 MHz; DMS@6).

5.36

2.46 =
5.26 =
2.16 —

A Figura V.28 (p. 106) apresenta o espectro de RMIC e subespectro DEPT 135
de FO1. Os sinais de carbono nédo hidrogenadad=hil,1, 167,4 e 166,6 sdo caracteristicos
de acidos carboxilicos. Os sinais de carbon@ed¥0,3 e 128,9 séo caracteristicos de grupos
alquenilicos. O espectro de RMN H€ de FO1 mostra também um sinal de carbonakem
32,8 em fase negativa, caracteristico de carboribémeo. Os sinais de carbono ek173,7

e 28,8 foram atribuidos a impurezas presentes pateamn
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Figura V.28. Espectro de RMN d€C (A) e subespectro DEPT 135° (B) de FO1 (100 MBZSO-d6).

O mapa de contornos HSQC (Figura V.29; p. 107) @k fRostra correlacdo do sinal

emady 6,73 com o sinal er: 128,9 e do sinal er)y 3,73 com o sinal enk: 32,8. O mapa de

contornos HMBC (Figura V.30, p.107) mostra corrétagdo sinal de hidrogénio edy 6,73

com os sinais de carbono e 167,46, 166,64, 140,3 e 32,8. O sinal de hidragém Jy

3,73 correlaciona-se com o0s sinais de carbonodem71,1, 167,4 e 140,3. O sinal de

hidrogénio end 2,43 e o sinais de carbono @mnl73,7 e 28,8 foram atribuidos a impurezas

presentes na amostra.
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A analise elementar de FO1 indicou %C = 40,70%; %8B,52%; e %O = 55,78%,
correspondendo a férmula empiriceHgOs (analise elementar calculada pah§Ds %C =
41,35%; %H = 3,45%; e %0 = 55,20%). Os dados expagriais indicam que FO1 trata-se do
acidotrans-aconitico. De fato, os dados de RMN'#ee de'*C de FO1 est&o de acordo com
os dados correspondentes a esta substancia deswaitbteratura, conforme mostrado na

Tabela V.13 (Caet al, 2001).

H_ , ~COM
Ho,c~ 3 4
6
CO,H
5
FO1

Tabela V.13.Dados de RMN déH e de*®C de FO1 e os descritos na literatura para o &cagis-aconitico(Cai
et al, 2001)

Atomo Acido trans-aconitico (D,O) FO1 (DMSO-ts)
& (ppm) di (ppm) & (ppm) di (ppm)
1 168,1 166,6
2 130,2 6,9 128,9 6,7
3 139,0 140,3
4 32,9 3,7 32,8 3,7
5 174,3 171,1
6 168,9 167,4
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2.2. Elucidacéo Estrutural de F02

A fracdo FO2 corresponde ao pico 9 (TR = 13,48 mimcromatograma de CLAE do
extrato fendlico das folhas de. macrophyllus apresentado na Figura Ill.1 (p. 49). Esta
fracdo foi isolada por CLAE preparativa, apresemibase como um sélido marrom com
intervalo de fuséo entre 169,1 — 172,8 °C.

A Figura V.31 apresenta o espectro de absorcaegiaar do infravermelho de F02. A
absorcado larga em 3434 ¢né caracteristica do estiramento O-H de &cido &#ibo e/ou
fenol em ligacdo de hidrogénio. A absorcdo em 2941 é caracteristica de estiramento C-H
de carbono alifatico. A absorcéo em 1666'atncaracteristica de estiramento C=0 de &cido
carboxilico conjugado a sistema As absorcbes em 1619, 1599 e 1515'ceido
caracteristicas de vibracdes de esqueleto arom#gabsorcdes intensas em 1184 e 1135
cm’ podem ser atribuidas respectivamente aos estitam€nO assimétrico e simétrico de

acido carboxilico, fenol e/ou grupo alcoxila.
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Figura V.31. Espectro de absorcdo na regido do infravermelle0@gATR; cn).
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A Figura V.32 apresenta o espectro de RMNHiele FO2. Os sinais edy 12,10 e 9,56
podem ser atribuidos respectivamente a atomosidegiéinio de acido carboxilico e de fenol.
Os sinais dupletos registrados ein 7,48 e 6,35 apresentam a mesma constante de
acoplamentoJ = 15,8 Hz), podem ser atribuidos a atomos de g@hmotrans em alquenos.

Da mesma forma, os sinais dupletos m7,08 e 6,79 apresentam a mesma constante de
acoplamento J = 8,1 Hz) e podem ser atribuidos a atomos de hiiogaromaticos e
vicinais. Por sua vez, o sinal simpleto émn7,27 pode ser atribuido a hidrogénio aromatico
que ndo se encontra adjacente a carbono hidrogeRaddmente, o sinal simpleto edy

3,81, correspondente a trés atomos de hidrogécragteristico de grupo metoxila.
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Figura V.32. Espectro de RMN d# de FO2 (400 MHz; DMS@6).
A Figura V.33 (p. 111) apresenta o espectro de RMIC e subespectro DEPT 135

de F02. O sinal em&: 167,9 pode ser atribuido a carbono de acido céibmxOs sinais em

110



& 148,9, 147,8 e 125,7 correspondem a atomos dermad)s ndo hidrogenado. Os sinais
em & 144,4, 122,7, 115,6, 115,4 e 111,1 correspondeitomos de carbono Spnono-
hidrogenado. O sinal ek 55,6 pode ser atribuido a carbono de metoxilainspela
anélise dos dados de IV e RMN ¢ e *3C, foi possivel estabelecer que FO2 possui um anel
aromatico trissubstituido, pois apresenta trésisicarespondentes a atomos de hidrogénio
aromatico. Além disto, FO2 apresenta uma hidrofal@lica, uma metoxila fendlica, uma

dupla ligacdo C=C de alquetransdissubstituido e um grupo acido carboxilico.
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Figura V.33. Espectro de RMN d€C (A) e subespectro DEPT 135° (B) de F02 (100 MBZSO-d6).

A Figura V.34 (p. 112) apresenta o0 mapa de contoit8QC de F02. O sinal de
hidrogénio endy 7,48 (HB) correlaciona-se com o sinal de carbonodert44,4 (@). O sinal
em o, 7,08 (H-6) correlaciona-se com o sinal ém122,7 (C-6). O sinal erdy 6,35 (Ha)
correlaciona-se com o sinal efn 115,6 (). O sinal emd; 6,79 (H-5) correlaciona-se com

o sinal emé&: 115,4 (C-5). O sinal eny 7,27 (C-2) correlaciona-se com o sinal épill11,1
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(C-2). Finalmente, o sinal emy 3,81 (OCH) correlaciona-se com o sinal edg 55,6

(OCHy).
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Figura V.34. Mapa de contornos HSQC de FOR:(400 MHz;**C: 100 MHz; DMSO€6).

A Figura V.35 (p. 113) apresenta o mapa de consobIBC de F02. O sinal de
hidrogénio emd; 7,48 (H3) correlaciona-se com os sinais de carbonodenl11,1 (C-2),
122,7 (C-6) e 167,9 (COOH). Estas correla¢des noafin que o carbono carboxilico ndo se
encontra diretamente ligado ao anel aromatico, ligaslo ao grupo alqueno. O sinal de
hidrogénio emdy 7,27 (H-2) correlaciona-se com os sinais de carbem & 122,7 (C-6),
144,4 (@) e 149,0 (C-4). Estas correlacdes estabelecensiedmodo grupo alqueno no anel
aromatico. O sinal de hidrogénio efm 7,08 (H-6) correlaciona-se com os sinais de carbon
em o 111,1 (C-2), 144,4 (§ e 149,0 (C-4). O sinal de hidrogénio e 6,79 (H-5)
correlaciona-se com os sinais de carbono d&ml25,7 (C-1) e 147,8 (C-3). O sinal de

hidrogénio emdy 6,35 (Ha) correlaciona-se com os sinais de carbonoderh25,7 (C-1) e
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167,9 (COOH). O sinal de hidrogénio am 3,81 (OCH) correlaciona-se com o sinal de

carbono emXx 147,8 (C-3), localizando a metoxila no anel aracoat

s L
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160
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\ \ \ \ \ \ \ \ \ \
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 ppm

Figura V.35. Mapa de contornos HMBC de FO'H( 400 MHz;**C: 100 MHz; DMSOd6).

A Figura V.36 (p. 114) apresenta o mapa de contof@OSY de F02. Este mapa de
contornos mostra correlacdo do sinal gn7,48 (H5) com o sinal emdy 6,35 (Ha). A
correlacéo do sinal e}y 7,08 (H-6) com o sinal e, 6,79 (H-5) e estabelece que o anel

aromatico é 1,3,4-trissubstituido.
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Figura V.36. Mapa de contornos COSY de F02 (400 MHz; DM&&)-

Os dados de IV e de RMN (1D e 2D) indicam que Fafaise do acidtransferulico.
De fato, os dados de RMN d#l e de*C de F02 estdo de acordo com os dados
correspondentes atribuidos a esta substancia tesoa literatura (Prachayasittilat al,

2009), conforme mostrado na Tabela V.14 (p. 115).

FO2
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Tabela V.14.Dados de RMN déH e de'*C de F02 e os descritos na literatura para o &catesferdlico
(Prachayasittikeet al,, 2009)

Atomo Acido trans-fertlico'** (CD;0D) FO2 (DMSO-dg)
o (ppm) a (ppm) & (ppm) a (ppm)
1 127,8 - 125,7 -
2 111,6 7,18 111,1 7,27
3 151,5 - 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
OCH; 56,5 3,89 55,6 3,84
OH fendlico 9,56

O acido ferulico € encontrado principalmente enaBusementes e raizes de diferentes
espécies vegetais (Srinivasa al, 2007; Poquetet al, 2008). Além de apresentar
propriedades antioxidantes, este acido apresentamypio espectro de atividades bioldgicas,
tais como vaso-relaxante, anti-inflamatoria, amgiyvianalgésica, cardiovascular e hipotensiva,
bem como efeito terapéutico contra cancer, dialeti®encas neurodegenerativas (Hoeppen
et al, 1962; Ozaki, 1992; Nonoyan® al, 1994; Kanskiet al, 2002; Suzuket al, 2002;

Rhyuet al, 2005; Haret al, 2005).
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2.3. Elucidacéo Estrutural de FO3

A fracédo FO3 corresponde ao pico 10 (TR = 15,67) miincromatograma de CLAE do
extrato fendlico das folhas de. macrophyllus apresentado na Figura Ill.1 (p. 49). Esta
fracdo foi isolada por CLAE preparativa, apresembase como um sélido marrom com
intervalo de fuséo entre 175,6 — 178,1 °C.

A Figura V.37 apresenta o espectro na regiao ddel\F03. A absorcéo larga em 3372
cm’ é caracteristica do estiramento de O-H em ligagabidrogénio. As absorcdes em 2955
e 2924 crit sdo caracteristicas de estiramento C-H de carbbfético. As absorcdes em
1739, 1716 e 1684 chsdo caracteristicas de estiramento C=0 de ésterésidos
carboxilicos conjugados. As absorcdes em 1604 6 &5i séo caracteristicas de vibracdes
de esqueleto aromatico. As absorcdes intensas @ €21152 e 1119 chpodem ser
atribuidas respectivamente aos estiramentos C-Omésgo e simétrico de acidos
carboxilicos e fenol.
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Figura V.37. Espectro de absorc&o na regido do infravermelt®08gATR; cnt).

A Figura V.38 (p. 117) apresenta o espectro de R de F0O3. Os sinais simpletos

emd, 9,69 e 9,18 podem ser atribuidos a hidroxilaslfess Os sinais dupletos edn 7,56 e
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6,45 0 = 15,6 Hz) podem ser atribuidos a atomos de hahiogalquenilico em posicdmans
O sinal simpleto emdy 7,09 e os sinais dupletay 7,07 e 6,70J = 8,4 Hz) podem ser
atribuidos a atomos de hidrogénio aromético. O si@didrogénio simpleto ery, 5,84 pode

ser atribuido a hidrogéntedicarbonilico.

<2

RN

T T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura V.38. Espectro de RMN dH de FO3 (400 MHz; DMS@$).

A Figura V.39 (p. 118) apresenta o espectro de RIMMNC e o subespectro DEPT P35
de F03. O sinal em: 167,4 pode ser atribuido a atomos de carbonoide aarboxilico. O
sinal ema: 165,4 pode ser atribuido ao carbono carbonilicéstier. Os sinais eidr 148,7 e
145,5 podem ser atribuidos a atomos de carbonoasicamhidroxilado. Os sinais erx
121,6, 115,7 e 115,1 podem ser atribuidos a ataimasarbono aromético mono-hidrogenado.
Os sinais emx: 146,8 e 112,3 podem ser atribuidos a atomos d®maralquenilico mono-
hidrogenado. O sinal edx 125,1 pode ser atribuido a carbono aromatico idodgenado. O

sinal ema: 70,6 pode ser atribuido a carbono metinico ligadgigénio ex-carbonilico.
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Figura V.39. Espectro de RMN d¥C (A) e subespectro DEPT 135° (B) de FO3 (100 MBIZ:SO-d6).

A Figura V.40 (p. 119) apresenta o mapa de contoH®QC para F03. O sinal de

hidrogénio emd, 7,56 correlaciona-se com o sinal de carbonoder46,8. O sinal enady

7,09 correlaciona-se com o sinal @m115,1. O sinal emndy 7,07 correlaciona-se com o sinal

em & 121,6. O sinal endy 6,70 correlaciona com o sinal edg 115,7. O sinal em}y 6,45

correlaciona-se com o sinal edg 112,3. O sinal endy 5,84 correlaciona-se com o sinal em

& 70,6.
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Figura V.40. Mapa de contornos HSQC de FGB:(400 MHz;**C: 100 MHz; DMSOd#6).

A Figura V.41 (p. 120) apresenta o mapa de consobIBC de F03. O sinal de
hidrogénio emd, 7,07 correlaciona-se com os sinais de carbon@ei#8,7, 146,9 e 115,1.
O sinal de hidrogénio ey, 6,70 correlaciona-se com os sinais de carbonaed%5,5 e
125,1. O sinal de hidrogénio ety 5,84 correlaciona-se com 0s sinais de carbonadem

167,4 e 165,4.
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Figura V.41. Mapa de contornos HMBC de FO'B( 400 MHz;**C: 100 MHz; DMSOd6).

A Figura V.42 apresenta o mapa de contornos COSKFO8e Este mapa de contornos

apresenta correlacéo do sinal m7,07 com o sinal eny 6,70 e do sinal endy 7,56 com o

sinal emdy 6,45.
_ppm
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Figura V.42. Mapa de contornos COSY de F03 (400 MHz; DM&&)-
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A analise elementar de FO3 indicou %C = 42,86%; %M,76%; e %O = 52,38%,
correspondendo a formula empirica deHzoOs.3H,O (analise elementar calculada de
Ci12H1008.3H,0 indica %C = 42,86%; %H = 4,76%; e %0 = 52,32%g.dados de IV e de
RMN (1D e 2D) indicaram que FO3 trata-se do aciaieailtartronico. De fato, os dados de
RMN de'H e de'®*C de FO3 estdo de acordo com os dados correspesdaribuidos a esta

substancia descritos na literatura (Sale¢sl., 2004), conforme mostrado na Tabela IV.15.

HO__ 4 1 A

HO

Tabela V.15.Dados de RMN déH e de®*C de F0O3 e os descritos na literatura para o &wadeoiltartronico
(Saleenet al, 2004)

) Acido
Atomo cafeailtrartrénico FO3 (DMSO-dg)
(CD5OD)
& (ppm) & (ppm) &+ (ppm)
1 125,6 125,1
2 112,3 1151 7,09
3 146,6 145,5
4 151,0 148,7
5 113,6 115,7 6,70
6 122,5 121,6 7,07
7 147,5 146,9 7,56
8 115,7 112,3 6,45
9 167,5 165,4
1 169,2 167.4
2’ 74,8 70,6 5,84
3 169,0 167.4
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2.4. Elucidacéo Estrutural de FO5

A fracéo FO5 corresponde ao pico 12 (TR = 22,07) miincromatograma de CLAE do
extrato fendlico das folhas de. macrophyllus apresentado na Figura Ill.1 (p. 49). Esta
fracdo apresenta-se como um solido amarelo e d@xaséao entre 197,0 — 202,2 °C.

A Figura V.43 apresenta o espectro na regiao ddel\F05. A absorcéo larga em 3240
cm’ é caracteristica do estiramento de O-H em ligatgididrogénio muito intensa. As
absorcées entre 1645 e 1574 tsio caracteristicas respectivamente dos estirameet
C=0 conjugado e de C=C. Vibracdes do esqueleto &rommpodem ser observadas pelas
absorcées em 1488 e 1440 tnf\s varias absorcdes entre 1247 e 1019 godem ser
atribuidas a diferentes estiramentos de C-O, agsto® e simétricos, indicando que a

estrutura de FO5 apresenta muitas ligacdes C-O.
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Figura V.43. Espectro de absorgéo na regido do infravermelfe08gATR; cni').

A Figura V.44 (p. 123) mostra o espectro de RMNtHele FO5. O sinal eny; 13,55 e

os sinais largos er; 10,64 e 10,41 séo caracteristicos de atomos degéidio de hidroxila
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de fendis em ligacdo de hidrogénio. Os sinais dopleegistrados emy 7,93 e 6,93 (cada
sinal correspondendo a dois atomos de hidrogénio@santam a mesma constante de
acoplamentoJ = 8,8 Hz), sendo atribuidos a atomos de hidrogé&mimatico e vicinal.

Os sinais simpletos ey 6,78 e 6,53 (cada sinal correspondendo a um lédroy
podem ser atribuidos a atomos de hidrogénio aromato adjacente a atomos de carbono
hidrogenado. Os sinais efh 4,88 (m; OH-4"), 4,87 (m; OH-1"), 4,61 (m; OH-2"1¢-1"),
4,49 (s; OH-6") podem ser atribuidos a atomos deolgénio de grupos hidroxila. Os sinais
emd 4,05 (s; H-2"), 3,70 (m; H-6"a), 3,38 (m; H-6"B)3,17 (m; H-3", H-4", H-5" e OH-
5”) sdo caracteristicos de carboidrato.
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Figura V.44. Espectro de RMN dH de FO5 (400 MHz; DMS@$).

A Figura V.45 (p. 124) apresenta o espectro de RMIC e subespectro DEPT 135
de FO05. O sinal en: 181,9 pode ser atribuido ao carbono ligado a céebale cetona
conjugada a sistema Os sinais de carbono nao-hidrogenado &ni63,5, 163,2, 161,1,

160,6 e 156,1 podem ser atribuidos a atomos demauriéio hidrogenado aromatico ligados a
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oxigénio. Os sinais ek 128,4 e 115,9, mais intensos, correspondendonaodtde carbono
mono-hidrogenado, sdo caracteristicos de anel aicmmB4-dissubstituido. Os sinais ek
121,0, 102,7 e 93,5, menos intensos, podem sdumos a atomos de carbono mono-
hidrogenado de outros anéis aromaticos. Os simaigxe108,8 e 103,3 correspondem a
atomos de carbono ndo-hidrogenado de anéis ara®afs demais sinais sdo caracteristicos

de atomos de carbono carbindlico, registradog¢#81,5, 78,9, 73,0, 70,5, 70,1 e 61,4.
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Figura V.45. Espectro de RMN d&C (A) e subespectro DEPT 135° (B) de F05 (100 MBIZ:SO-d6).

A Figura V.46 (p. 125) apresenta o0 mapa de contoi8QC de FO05. O sinal de
hidrogénio emd; 7,93 (H-2'/6’) correlaciona-se com o sinal de carb ema: 128,4 (C-
2'/6). O sinal ema, 6,93 (H-3'/5’) correlaciona-se com o sing 115,9 (C-3'/5’). O sinal
em gy 6,78 (H-3) correlaciona-se com o sinal @n102,7 (C-3). O sinal emy 6,53 (H-8)

correlaciona-se com o sinal efw 93,5 (C-8). O sinal em 4,61 (H-1") correlaciona-se com
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o sinal emé&: 73,0 (C-1"). O sinal enay 4,05 (H-2") correlaciona-se com o sinal ém70,1
(C-2"). O sinal emd; 3,17 (H-3”, H-4” e H-5") correlaciona-se com osas emd: 78,9 (C-

37), 70,5 (C-4") e 81,5 (C-5"). Finalmente, os s;&m &, 3,70 (H-6"a) e 3,38 (H-6"b)

correlacionam-se com o sinal em61,4 (C-6").
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Figura V.46. Mapa de contornos HSQC de FGH:(400 MHz;**C: 100 MHz; DMSOd#6).

A Figura V.47 (p. 126) apresenta o0 mapa de consobIBC de FO05. O sinal de
hidrogénio emdy 13,55 (OH-5) correlaciona-se com os sinais deorarlema: 103,3 (C-10),
108,8 (C-6) e 160,6 (C-5). Estas correlacdes imligae o sinal endy 13,55 corresponde a
uma hidroxila de fenol com ligacdo de hidrogénionco oxigénio carbonilico, ndo sendo,
portanto, atribuido a um grupo acido carboxilicessi@al de hidrogénio erdy 10,41 (OH-4")

correlaciona-se com o sinal de carbonodm 15,9 (C-3'/5’), indicando a presenca de uma
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hidroxila de fenol no carbono C-4’ do anel B. Oaside hidrogénio endy 7,93 (H-2'/6’)
correlaciona-se com os sinais de carbono&ni63,5 (C-2) e 161,1 (C-4'), indicando a
conexdao entre os anéis C e B. O sinal de hidroggmid; 6,93 (H-3'/5’) correlaciona-se com
o sinal de carbono e 121,0 (C-1'). O sinal de hidrogénio efn 6,78 (H-3) correlaciona-
se com os sinais de carbono ém103,3 (C-10), 121,0 (C-1"), 163,5 (C-2) e 181,94 C
indicando a posicdo do carbono carbonilico. O sital hidrogénio emd; 6,53 (H-8)
correlaciona-se com os sinais de carbonadt03,3 (C-10), 108,8 (C-6), 156,1 (C-9), 163,2
(C-7) e 181,9 (C-4). O sinal de hidrogénio an¥,61 (H-1") correlaciona-se com 0s sinais de
carbono emX 70,1 (C-2"), 108,8 (C-6), 160,6 (C-5) e 163,2 (CHSstas correlacdes indicam

a presenca de hidroxilas fendlicas em C-7 e C+9, damo do carboidrato substituinte em C-

6 no anel A.
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Figura V.47. Mapa de contornos HMBC de FO%I( 400 MHz;**C: 100 MHz; DMSOd6).
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A Figura V.48 mostra o mapa de contornos COSY de B0sinal emd, 7,93 (H-2'/6")
correlaciona-se com o sinal edy 6,93 (H-3'/5). O sinal emdy 4,88 (OH-3"/4")
correlaciona-se com o sinal e 3,17 (H-3"/4"). O sinal end; 4,61 (H-1") correlaciona-se
com o sinal em)y 4,05 (H-2"). O sinal emy 4,49 (OH-6") correlaciona-se com 0s sinais em
oy 3,38 (H-67), 3,70 (H-6"). O sinal emy; 4,05 (H-2") correlaciona-se com os sinal ém
3,17 (H-3"). Estas correlacdes dos sinais na regidoe &y 4,61 e 3,17 indicam que 0s

atomos de carbono carbindlico encontram-se conestadcessivamente, caracteristicos de

carboidratos.
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Figura V.48. Mapa de contornos COSY de F05 (400 MHz; DM&&)-

Os dados de IV e de RMN (1D e 2D) indicam que Fafatse da isovitexina. De fato,
os dados de RMN diH e de'®C de FO5 estdo de acordo com os dados correspesdent
atribuidos a esta substéancia descritos na litexrdgtuin et al, 2000), conforme mostrado na

Tabela V.16 (p. 128).
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FO5

Tabela V.16.Dados de RMN dé&H e de**C de FO5 e os descritos na literatura para a esdwmé(Lin et al, 2000)

Atomo Isovitexina (D,O) FO5 (DMSO-dg)

& (ppm) & (ppm) di (ppm)
1 - - -
2 163,5 163,5 -
3 102,8 102,7 6,78
4 181,9 181,9 -
5 161,2 160,6 -
6 108,8 108,8 -
7 163,2 163,2 -
8 93,7 93,5 6,53
9 156,2 156,1 -
10 103,4 103,3 -
1 121,1 121,0 -
2’ 128,4 128,4 7,93
3 116,0 115,9 6,94
4 160,6 161,1 -
5 116,0 115,9 6,94
6’ 128,4 128,4 7,93
1” 73,1 73,0 4,61
2" 70,6 70,1 4,05
3” 78,8 78,9 3,17
47 70,5 70,5 3,17
5” 81,7 81,5 3,17
6" 61,3 61,4 3,70 e 3,38
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2.5. Elucidacéo Estrutural de FO4

A fracdo FO4 corresponde ao pico 11 (TR = 19,10 mkincromatograma de CLAE do
extrato fendlico das folhas @ macrophyllusapresentado na Figura IIl.1 (p. 49).

A Figura V.49 apresenta o espectro infravermelhd-@&. A absorcéo larga em 3262
cm’ é caracteristica do estiramento de O-H em ligatgididrogénio muito intensa. As
absorcdes entre 1651 e 1606 tadio caracteristicas respectivamente de estiran@sribe
de C=C conjugada. As vibracdes do esqueleto arommptbdem ser atribuidas as absorcdes
em 1515, 1490 e 1443 €mAs varias absorcdes entre 1185 e 1133 podem ser atribuidas
a diferentes estiramentos de C-O, assimétricometscos. Os dados de IV indicam que F04

trata-se de um flavonoide.
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Figura V.49. Espectro de absorc&o na regido do infravermelteDdgATR; cnt).

Os dados 1D e 2D de RMN sao bastantes similaredeab65, exceto aqueles relatados
para o anel B. O espectro de RMN'#lemostra sinais largos de hidrogénio ém9,96 e 9,48
que podem ser atribuidos a atomos de hidrogénigruieo fendlico ligado a C-4' e C-3’,
respectivamente. O espectro de RMN-(Figura V.51, p. 130) apresenta-se semelhante ao

observado da substancia FO5 (p. 124).
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Figura V.51. Espectro de RMN d€C (A) e subespectro DEPT 135° (B) de FO4 (100 MBZtSO-d6).
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Os dados de RMN di#H e de'®C de F04 estdo de acordo com os dados descritos na
literatura atribuidos a isoorientina (L&t al, 2000), conforme mostrado na Tabela V.17 (p.

132).

FO4
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Tabela V.17.Dados de RMN déH e de'*C de FO4 e os descritos na literatura para a isotima(Lin et al,
2000)

Atomo Isoorientina (D,0) Experimental (DMSO-de)
& (ppm) & (ppm) d; (ppm)
1 - - -
2 163,6 163,4
3 102,8 102,7 6,69
4 181,8 -
5 160,6 160,6
6 108,8 108,8
7 163,2 -
8 93,5 93,4 6,52
9 156,2 -
10 103,4 103,4
r 1214 121.,4
2' 113,3 112,9 7,43
3 145,7 -
4 149,6 -
5 116,0 116,0 6,92
6’ 118,9 118,6 7,49
1 73,1 72,3 4,60
2" 70,6 70,0 4,07
3” 78,9 78,9 3,23-3,20
4 70,3 70,6 3,23-3,20
5” 81,4 81,6 3,23-3,20
6" 61,4 61,4 3,70 e 3,39
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CAPITULO VI

RESULTADOS E DISCUSSAO

Contaminacéo microbiana e atividade antioxidante
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1. Radiacdo Gama/ersusContaminacéo Microbioldgica

Na literatura existem diversos trabalhos que mostaaeficiéncia do uso da radiacao
gama na descontaminacdo microbiana presente nesiargmtegetais. Porém, nenhum desses
estudos foi realizado para a espéEiemacrophyllus Dessa forma, amostras irradiadas a
doses de 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy e umamadiada (0,0 kGy) foram testadas com a
finalidade de observar o efeito da radiacdo ganbaesa contaminacdo microbiologica nas
folhas deE. macrophyllusA Tabela VI.1 e a Figura VI.1 mostram a contagiriJnidades

Formadoras de Coldnias (UFC) presentes em cadaransapmetida a radiacdo gama.

Tabela VI.1. Valores em UFC/mL e UFC/g para cada uma das ansastitametidas a radiacao gama a doses de
1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy e uma amostra madiada (0 kGy)

Radiacdo Gama UFC/mL UFC/mL Média Media

(KGy) (1) (2) (UFC/mL) (UFC/g)
0,0 3,60x10 4,79x16 4,20x16 3,81x16
1,0 7,00x1G 3,00x1d 5,00x16 4,55x1¢
3,0 1,00x16 2,00x1G 1,50x16 1,36x1d
5,0 5,00 x16 2,00x1G 3,50x16 3,18x1d
10,0 1,00 x16 1,00x1G 1,00x16 9,09x1G
20,0 0 0 0 0

Figura VI.1. UFCs existentes na amostra ndo submetida a radjmgéa (0,0 kGy) e nas amostras submetidas a
doses de 1,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0 kGy.
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Segundo a OMS, a contaminagdo por microrganismasifga €, no maximo, de
5,0x1G UFC/g para materiais vegetais (Kle#hal, 2009). Portanto, os resultados obtidos
indicam que o uso da radiacdo gama € adequadcciengdi para a descontaminacdo do
material vegetal em doses superiores a 10,0 kGw, wau que, para essa dose, apresentou
9,09x1G UFC/g e, ao fazer uso da dose de 20,0 kGy, astema@presentaram-se totalmente
livre de contaminacg&o microbiana.

Portanto, o uso de doses acima de 10,0 kGy saeraés para a descontaminacdo das
folhas da espéci&. macrophyllus Os resultados séo favoraveis ao uso da radiaa@a,g
podendo ser uma técnica mais difundida com o ebjeta descontaminacédo microbiolégica.
Porém, outros estudos deverdo ser realizados adinavaliar principalmente os fatores

quimicos envolvidos no uso desta técnica.

2. Atividade Antioxidante

Todos os compostos analisados qualitativamenteranast resultados positivos em
cromatografia em camada delgada (CCD) para ambosvekdores utilizadog-caroteno e
DPPH). A Figura VI.2 mostra os resultados de saquel® radical-livre de DPPH (% FRSA)
das amostraB01 (acidotrans-aconitico),FO3 (acido cafeoiltartrénico) €05 (isovintexina)

comparados com o acido gélico (padrao).

80 - 67,87
60 -
% 43,99
e 40 - 33,28
L.
X 20 |
2,12
O T T T 1
FO1 FO3 FO5 Padrio

Figura VI.2. Percentagem de FRSA dos fitoconstituirk€d, FO3 e FO5 comparados com o padrdo de acido
galico.
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Além disso, foi possivel calcular a concentraca@ima efetiva para reduzir em 50% a

concentracdo de DPPH (EfL Os resultados estdo mostrados na Tabela VI.2.

Tabela VI.2. Valores da concentragdo maxima efetiva para re@mzi60% a concentracdo de DPPH, {fF€n
mg/mL), dos fitoconstituintes isolad91, FO3 e FO5

Fitoconstituinte ECso(mg/mL)
FO1 1,40
FO3 0,065
FO5 0,174

A partir dos resultados apresentados na Figura {@.2135) e Tabela VI.2 pode-se
observar que todos os compostos analisados apesatividade antioxidante com sequestro
de radical-livre de DPPH. O compos$t01 (acido cafeoiltartrénico) apresenta baixo poder de
atividade antioxidante quando comparado com o padedacido galico. Os fitoconstituintes
FO3 (acido cafeoiltartrénico) €05 (isovitexina) apresentam alta atividade antioxidazom
maior acédo d&03.

Pelos valores de Eg calculados para esses compostos, verifica Ffi& apresenta
menor valor numérico, levando a interpretacdo de sl necessita menor quantidade em
massa dé&03 para obter o mesmo resultado de captura do rddicalde DPPH, seguido por
FO5 e FO1 Dessa forma, o fitoconstituintE03 é o que apresenta maior atividade
antioxidante, seguido pdf05. O fitoconstituinteFO1 possui atividade, porém sua acéo é

pouco significativa.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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1. Analise por CLAE das Fracbes Submetidas a Radiag Gama

A analise por Cromatografia Liquida de Alta Efig&n (CLAE) da fracdo fendlica
(FF), alcaloidica FA) e saponinicaHS) das folhas d&chinodorus macrophyllusmdicou a
presenca de 12 compostos fendlicos, um alcalodieas saponinas. Devido a maior presenca
de compostos fendlicos pode-se propor que a atigidaiologica e as informacdes
etnofarmacologicas da espécie estejam relacionadasipalmente a essa classe de
compostos quimicos. Além disso, as analises porECiodstram que o uso de radiacdo gama
nas fracbes promove mudancas na composicao qudasciracoesF, FA eFS.

A anélise por CLAE d&F mostrou que a maioria dos picos diminui de intsd® com
0 aumento da dose de radiacdo gama de 0,0, 5@e120,0 kKGy kFo, FFs, FF1p € FF2o,
respectivamente). Ocorre diminuicdo da intensidhmepicos 2, 3, 6, 9, 10 e 12 (TR = 2,93,
4,21, 6,81, 13,48, 15,67 e 22,07 min, respectiva@eRara o pico 4 (TR = 5,01 min) ocorre
uma diminuicdo a doses menores e um aumento a daseses de radiacdo, o contrario €
observado para o pico 5 (TR = 6,28 min), pois aeslosienores ha um aumento de
concentracdo e a doses maiores, uma diminuicammleetracdo. Porém, um aumento €
notado para os picos 1, 7, 8 e 11 (TR = 2,33, 4189 e 19,10 min, respectivamente). A
analise por CLAE d&A mostrou apenas um composto e que ocorre umaaligairinuicao
desse constituinte com o aumento da dose de radgeyda FAo, FAs, FA10 € FA2). No
caso da fragcad=S, o uso da radiacdo gama promove diminuicdo daecwragdo dos
fitoconstituintes e, a doses maiores, a 20 kGysssnstituintes ndo sdo mais detectados.
Esses resultados de diminui¢cdo da concentracaoroverp a existéncia de espécies reativas
de oxigénio que atuam na degradacao dos outrosa@nfes da amostra e ainda a acao
direta da radiacdo nesses compostos.

Esses resultados mostram a importancia do usoetgiare radiacdo gama em folhas e
fracOes obtidas de material vegetal na avaliac&stibilidade dos fitoconstituintes presentes

nas amostras. O uso dessa energia depende daeesplxrs materiais submetidos a doses de
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radiacdo gama. Portanto, estudos individuais peda espécie, para cada classe de substancia
e 0 uso de novas tecnologias para a deteccdo ddatps radioliticos devem ser realizados
em trabalhos futuros. Assim, esse trabalho posgsibilum estudo piloto dessa linha de
pesquisa e uma fonte de inspiracédo para novodhrabde forma a melhorar a qualidade dos

produtos fitoterapicos comercializados no Brasil.

2. Oleo essencial

As andlises por CG-FID e CG-EM dos 06leos essenenisidos por hidrodestilacéo
das espéciegchinodorus macrophyllysnga laurina e Euclyptus grandispermitiram a
identificacdo de22, 48 e 17 componentes presentes respectivamente nos Oleescess
dessas espécies.

A analise do 6leo essencial Behinodorus macrophyllugermitiu verificar que o 6leo
essencial é rico em ésteres carboxilicos, printipate o componen&8 (44,28%) e o uso da
radiacdo gama provoca mudancas na constituicde déss. Os componentéd, 58, 60-62,

64, 65 e 69 mostraram aumento de suas proporcoes relativaglquaamostra foi exposta a
radiacdo gama. Por outro lado, os componesteS7, 63, 71 e 73 mostraram diminuicdo de
suas proporc¢oes relativas quando a amostra foséxparadiagcdo gama.

O ¢dleo essencial daga laurinaé rico em acidos graxos, principalmente o compienen
120 (18,23%). Por sua vez, o 6leo Hacalyptus grandi® rico em monoterpenos ciclicos,
principalmente o componenfi?2 O uso da radiacdo gama provoca também mudancas na
constituicdo quimica desse 6leo.

Esses resultados mostram a importancia da invedbgdo uso da radiacdo gama em
Oleos essenciais, principalmente daquelas espguwéesao utilizadas pela populagéo brasileira

no dia a dia.
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3. Andlise Fitoquimica

As analises por CG-EM permitiram identificar a presa de varios compostos,
principalmente de acidos graxos e ésteres carbogilemEchinodorus macrophyllusO
composto hexa-hidrofarnesil acetona encontra-semaior nimero de fracdes. Ainda foi
possivel isolar e identificar por técnicas espacibpicas os triterpenos: estigmastergl- e
sistosterol (Figura 1).

A partir do fracionamento por CLAE preparativo dactoFF, foi possivel isolar
cincos compostos (picos 2, 9, 10, 11 e 12). Asiseslpor IV e RMN (1D e 2D) desses
compostos indicaram tratarem-se do &cidansaconitico, acidotransferalico, acido

cafeoiltartronico, isoorientina e isovitexina, resfvamente (Figura 1).

HO HO
Estigmasterol B-Sitosterol
H (0]
\ COzH
HO2e COz2H HO. \ o
(o]
HO
H COzH OH
i OCH; HO
Acido trans-aconitico A i i ;. . A
Acido trans-ferdlico Acido cafeoiltartronico

Isovitexina Isoorientina

Figura 2. Estrutura quimica dos constituintes isolados etifiesdos nas folhas dechinodorus macrophyllus.
Estes resultados dao importancia e justificam dimaidade do trabalho fitoquimico

com a analise das fracbes apolares, bem como doedais fracbes polares que ndo foram
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estudadas ainda, principalmente identificacdo dssigeis produtos radioliticos formados a

partir do uso de radiacdo gama e estudo das @mgp&gies vegetais.

4. Contaminacdo Microbiana e Atividade Biolbgica

Através da contagem das unidades formadoras deiaslfi possivel observar que o
uso de radiagcdo gama no material vegetal provaoindicdo da contaminagdo microbiana
em Echinodorus macrophyllusDoses superiores a 10 kGy podem ser suficientea p
tornarem as amostras totalmente livres de contagdniicrobiana.

Além disso, foi possivel verificar que o0 extratai@sp e 0s constituintes extraidos da
espécie E. macrophyllus apresentam alta atividade antioxidante, sendo guécido
cafeoiltartronico é o fitoconstituinte com maiordeo antioxidante, seguido por isovitexina e
acidotrans-aconitico.

Como perspectiva, pretende-se dar continuidadeatialho fitoquimico de isolamento
de constituintes das fracfes nao estudadas airgla dspécie e das outras espécies, bem
como avaliar a atividade biologica vivo e in vitro, principalmente a atividade anti-

inflamatoria de extratos, fracées e constituintesram isolados.
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Anexo A-1. Valores de tempo de retencdo (TR; min), areawaatios picos registrados no

cromatograma de CLAE d&5 a 280 nm

Dose de radiacdo = 5 kGy

Pico TR (min) Area Intensidade | Pico | TR (min) Area Intensidade
1 2,39 384.028,5 28349,8 7 10,13 246.888,8 13801,5
2 3,12 3.043.347,9 256892,0 8 13,69 93.814,7 4219,8
3 4,75 9.691.896,7 608292,1 9 15,63 511.962,2 17702,8
4 5,44 176.664,8 19207,3 10 17,99 2.435.381,9 61468,1
5 7,28 1.127.533,9 83141,1 11 23,68 307.917,6 7973,6
6 7,86 10.492.425,5 549707,8| 12 27,24 7.545.500,0 115488,0

Anexo A-2.Valores de tempo de retencdo (TR; min), areawraatlos picos registrados no

cromatograma de CLAE d&~1pa 280 nm

Dose de radiagcédo = 10 kGy

Pico TR (min) Area Intensidade | Pico | TR (min) Area Intensidade
1 2,32 582.156,5 40460,9 7 9,48 340.510,2 18657,0
2 2,98 2.589.914,8 233030,3 8 12,19 2.138.319,9 33398,0
3 4,35 8.971.318,2 595445,1 9 14,14 525.439,4 16128,8
4 5,13 347.962,8 26509,5 10 16,42 1.477.751,4 47045,0
5 6,57 763.818,6 68041,9 11 21,20 200.283,4 2958,0
6 7,12 8.647.358,2 502227,1| 12 23,91 5.646.842,5 95628,3

Anexo A-3.Valores de tempo de retencdo (TR; min), areawraatlos picos registrados no

cromatograma de CLAE d&~,pa 280 nm

Dose de radiacédo = 20 kGy

Pico TR (min) Area Intensidade | Pico | TR (min) Area Intensidade
1 2,30 960.674,7 63722,5 7 9,28 408.175,8 21099,7
2 2,95 2.242.011,6 195336,6 8 11,48 1.658.859,6 19972,6
3 4,25 7.947.248,3 546828,1 9 13,62 297.855,4 10939,8
4 5,05 419.001,4 34180,5 10 15,88 1.679.017,6 43370,1
5 6,36 685.918,7 63014,5 11 19,46 200.295,2 3743,6
6 6,91 7.339.435,7 438017,4| 12 22,59 3.914.928,9 70933,0
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Anexo A-4. Valores de tempo de retencdo (TR; min), areawaalio pico registrado no

cromatograma de CLAE deAs a 220 nm

Dose de radiacdo = 5 kGy

Pico

TR (min)

Area

Intensidade

1

3,06

40.216.635,7

1.827.651,9

Anexo A-5. Valores de tempo de retencdo (TR; min), areawaalio pico registrado no

cromatograma de CLAE deA;pa 220 nm

Dose de radiacédo = 10 kGy

Pico

TR (min)

Area

Intensidade

3,06

38.795.331,8

1.795.930,0

Anexo A-6.Valores de tempo de retencdo (TR; min), area eaalfo picos registrado no

cromatograma de CLAE deApa 220 nm

Dose de radiagéo = 20 kGy

Pico

TR (min)

Area

Intensidade

3,00

38.326.291,7

1.715.576,5

Anexo A-7.Cromatograma CLAE do solvente (agua) utilizado inagéio das amostrdss, a

210 nm.

500000
2soooo—f
o
fzsoooo—f
fsooooo—f

~750000]

uv

0.0 1.0 2.0
Legenda:

3.0 4.0 5.0 6.0

M solvente (dgua) sem amostra

7.0

8.0

9.0 min
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Anexo A-8.Valores de tempo de retencao (TR; min), area eaattos picos registrados no

cromatograma de CLAE d&5s a 210 nm

Dose de radiacdo = 5 kGy

Pico TR (min) Area Intensidade
1 3,22 226.714,3 15.318,0
2 4,71 587.336,5 25.257,0
3 - 0 0

Anexo A-9. Valores de tempo de retencdo (TR; min), areawaatios picos registrados no

cromatograma de CLAE d&5;pa 210 nm

Dose de radiacdo = 5 kGy

Pico TR (min) Area Intensidade
1 3,22 221.003,3 15.127,6
2 4,71 552.797,9 24.523,7
3 - 0 0

Anexo A-10.Valores de tempo de retencdo (TR; min), areaugaattos picos registrados no

cromatograma de CLAE d€5,0a 210 nm

Dose de radiacdo = 5 kGy

Pico TR (min) Area Intensidade
1 - 0 0
2 - 0 0
3 - 0 0
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