UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO-
PROPESP
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E
TECNOLOGIA PARA RECURSOS AMAZONICOS
(PPGCTRA).

ESTUDO QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATO DAS
FOLHAS DE Syzygium cumini (L.) Skeels.

FRANCIMAURO SOUSA MORAIS

ITACOATIARA-AM
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO-

PROPESP

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E
TECNOLOGIA PARA RECURSOS AMAZONICOS

(PPGCTRA).

FRANCIMAURO SOUSA MORAIS

ESTUDO QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATO DAS
FOLHAS DE Syzygium cumini (L.) Skeels.

Dissertagéo apresentada ao
Programa de Pds Graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia para
Recursos Amaz6nicos, da
Universidade Federal do
Amazonas, ICET-Itacoatiara como
pré-requisito para obtencdo do
titulo de Mestre.

Area: Desenvolvimento Cientifico
de Recursos Amazonicos.

Orientadora Prof2 Dr?. Renata Takeara

ITACOATIARA- AM

2015



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Morais, Francimauro Sousa
M827e ESTUDO QUIMICO E AVALIACAQ DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO OLEQ ESSENCIAL E EXTRATO DAS
FOLHAS DE Syzygium cumini (L.) Skeels_/ Francimauro Sousa
Morais. 2015
113231 cm.

Orientadora: Renata Takeara
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia para Recursos
Amazdnicos) - Universidade Federal do Amazonas.

1. Myrtaceae. 2. Oleo essencial. 3. Atividade antioxidante . 4.
HPCCC. |. Takeara, Renata ll. Universidade Federal do Amazonas
IIl. Titulo




FRANCIMAURO SOUZA MORAIS

Estudo Quimico e Avaliagédo da Atividade
Antioxidante do Oleo Essencial e Extrato das Folhas
de Syzygium cumini (L.) Skeels

Dissertagédo apresentada ao Programa
de Pds-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia para Recursos Amazdnicos
da Universidade Federal do Amazonas,
como parte do requisito para obtengao
do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia para Recursos Amazénicos,
area de concentragdo Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico em Recursos
Amazdnicos,

Aprovado em 30 de julho de 2015,

BANCA EXAMINADORA

drlonihaal

Dra. Fabianééi\ﬁ'a’}ia Monteiro Paschoal, Presidente
Universidade Federal do Amazonas

Vi

tore vja~ A=

Dr/ Geoné Maia Corréa
Universidade Federal do Amazonas

IR Pt
Dr. Adrian Martin Pohlit
Instituto Nacional de Pesquisas do Amazonas



A Deus por ter permito que eu nascesse
com Saude.

Minha Mae, pelo amor que me dedicou e
pelos ensinamentos que me permitiram
Ser 0 que sou.

Meus filhos, que sdo a fonte e motivagédo
para minhas conquistas.

Minha esposa, que em todas as horas me
oferece, alem de seu amor, 0 apoio que
preciso para seguir em frente.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus que permitiu que tudo isso acontecesse, ao longo da minha
vida, e ndo somente nestes anos como universitario, mas que em todos os momentos sendo o
maior mestre que alguém pode conhecer. Pois Muitas vezes lutamos por sonhos que nos
levam a crer que a maior conquista sdo suas realizagdes, sem saber que as coisas mais
importantes que os sonhos nos trazem € justamente a possibilidade de compartilharmos, com
0S amigos as conquistas e os sacrificios necessarios para sua concretizagcdo. Mesmo temendo
ser injusto com alguns.

A minha méae, Teresinha Sousa Morais, por ter ensinado bons principios como
honestidade, compaixdo, fé e amor, me oportunizando as condi¢fes, mesmo com muito
sacrificio, para que eu continuasse estudando.

A minha esposa, Maria do Socorro Morais e meus filhos Francimauro Filho e Mayrton
Morais, que hoje representam o motivo principal para que eu busque sempre o melhor para
minha vida.

Aos meus irmdos, Jefferson, Alba, Bethania e Francileide (pessoas fortes que
conseguem lutar pelo que querem com muita lealdade e delicadeza que me dao muito
orgulho).

A minha orientadora Professora, Dr’. Renata Takeara, mulher forte e delicada, que
ainda consegue agregar as suas multiplas qualidades, as virtudes do trabalho e da competéncia
e mais recente o papel de Mée.

Ao Professor, Dr. Anderson Cavalcante Guimardes que, além de professor, é um
amigo, que me ensinou muito contribuindo para a definicdo do rumo de nossa pesquisa
mesmo em momentos dificeis de sua vida

Ao professor Dr. Geone Maia Corréa pelas contribui¢cbes na qualificacdo e por
participar desta banca, a Professora Dr®. Fabiana Maria Monteiro Paschoal, por ter aceitado
participar e presidir esta banca e ao Professor Dr. Adrian Martin Pohlit, que tao
prestativamente aceitou o convite para a avaliacdo deste trabalho.

A Universidade Federal do Amazonas que a cada dia vem se constituindo num espaco
de formacéo intelectual de profissionais éticos e competentes, tdo necessarios para a defesa e
preservacao de nossa regido Amazonia, além da valorizagdo daqueles que nela habitam.

A todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formagdo, o meu muito

obrigado.



SUMARIO

1. INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA .......cooeeereeeeee e 16
1.1 PLANTAS MEDICINAIS .....oomioeeevee e teseeeessees s sessssses s sss s 16
1.2 OLEOS ESSENCIAIS ......ooveeeeeeeeeieeeee e seseessissees s seassss s enssss s sns s 17
1.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA DE EXTRATOS DE PLANTAS .......ccocoevvrrrenane. 18
1.4  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ...ovviviereeieeeieseesseesseessssseeseesssessesssenssssssssessesssessaens 20
1.5 SYZYGIUM CUMINI w..oovvoiiiiciecieeee st 21
1.5.1 CARACTERISTICAS E DESCRICAO BOTANICA ....coooovvrveiereereeeeeeeeenvenieneene. 21
1.5.2 TAXONOMIA .....ooooeieeeeveeeeeeeeeeeee s 22
1.5.3 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS.........ovvreeierireereeeeeeseiesissesssssiesssssessesssenneens 22
1.54 CONSTITUINTES QUIMICOS DE S. CUMINL. ...co.orvvrreiereinreeseeieesee s, 23
1.6 CROMATOGRAFIA CONTRA CORRENTE — CCC .....ooovvreeerseeeeeeeseeeier s 25
17 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA AO
ESPECTROMETRO DE MASSA — CLAE/EM .......ovoivieveeeeeeeeeeesonsessssessissessesssesnnens 27
2. JUSTIFICATIVA oot 30
3. OBUIETIVOS: ..ot 31
3.1. OBIETIVO GERAL ....oovoceeeeeeeveeeeeees st s asa s snss s sessssssss s sns s 31
3.2. OBIETIVOS ESPECIFICOS: ......ooiveceeeeeeeeeseesseseeeeseessees s sessssessesese s 31
4. MATERIAL E METODOS: ...ovmiveeeeeeereieeieeseessesessessesssesssssssssssassssssessssssassssssnsennes 32
4.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS.........ovvoeeeeveeeeeeereereansessesesessineenn. 32
4.2. COLETA DO VEGETAL ..ovvoiieeeeeeeeeeeeeeesesses s issses s sss s s sesssssan s snnsennes 33
4.3. EXTRACAQO DOS OLEOS ESSENCIAIS ..o 33
4.4, EXTRACAO E FRACIONAMENTO DAS FOLHAS DE S. CUMINL........cc.cocoen. 34
4.5. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA CARACTERIZACAO DE FENOIS E
TANINOS. ..o es st n s s s en s s senn e 36
4.6. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA CARACTERIZACAO DE TRITERPENOS
E ESTEROIDES (LIEBERMAN-BURCHARD). ......oo.vvirvieeereeseiesissessessiessessessesssesneen. 36

4.7. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA CARACTERIZACAO DE SAPONINAS... 36
4.8. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA CARACTERIZACAO DE ALCALOIDES.

..................................................................................................................................................... 37
4.9. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA ANTOCIANINAS, ANTOCIANIDINAS E
FLAVONOIDES. ... nn e nre e nne s 37
4.10. PROSPECCAO PARA LEUCOANTOCIANIDINAS, CATEQUINAS E
FLAVANONAS. .ttt n e n e re e n e nreereenre s 38

4.11. AVALIACAO EM PLACAS CROMATOGRAFICAS.........ccoovireerieeerseeers e, 38



4.12. IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES QUIMICOS DOS OLEOS ESSENCIAIS

..................................................................................................................................................... 39
4.13. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE........ccoiiiiiiiiiie e 39
4.13.1. QUALITATIVO ..ot 39
4.13.2. QUANTITATIVO ... e e 39
4.14. DETERMINAGAO DE FENOIS TOTAIS. ..o, 40
4.15. DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS ..o, 40
4.16. SEPARACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS POR CROMATOGRAFIA
EM CONTRA CORRENTE DE ALTO DESEMPENHO - HPCCC (HIGH PERFOR-
MANCE COUNTER CURRENT CHROMATOGRAPHY) ..cociiiiiiiiiiiieseeeee 41
4.17. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSA
m CLUEM LR bttt 48
4.18. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECTOR
"PHOTODIODEARRAY"™ — CLAE / DAD.....ci ittt 49
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ......cooiiiiiriiieieissseie s 52
5.1 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S. CUMINL.........cc.ccoevnnnnee. 52
5.1.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL E EFEITO DA SAZONALIDADE NO
RENDIMENTO . ... e 52
5.1.2 EFEITO DO REGIME HIDRICO E TEMPERATURA NO RENDIMENTO DO
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S. CUMINL. w..ccoeviviiiisiseeesese e, 53
5.1.3 COMPARACAO DO RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL ENTRE FOLHAS
FRESCAS E SECAS DE S. CUMINIL ..ottt 55

5.1.4 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL
POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

[(@TC R =11V ) TP UUR OO 55
5.1.5 COMPARACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE

FOLHAS FRESCAS E SECAS DE S. CUMINLL ..co.couiieiereieeeie e 62
52 FITOQUIMICA ....ooooeeeeeeeeee ettt sttt 68
5.2.1. RENDIMENTO DE EXTRATO BRUTO E FRAGOES........cccoovveierrereeeeeereane, 68
5.2.2 FITOQUIMICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DAS FOLHAS DE S.

CUMINI .ot s st s s st s e 68
5.2.2.1. REACOES CROMATICAS EM TUBOS.......ooeviieieeieiieiieeeeeessseesessess s, 68
5.2.2.1.1 TESTE PARA FENOIS E TANINOS ......ooomieeeetereeeeeeeeseeeeseeveees e, 69
5.2.2.1.2. TESTE PARA ANTOCIANIDINAS, ANTOCIANINAS E FLAVONOIDES. ... 69
5.2.2.1.3 TESTE PARA FLAVONA, FLAVONOIS E XANTONAS........ccccovvrerrerrerirnrnenn. 69
5.2.2.1.4. TESTE PARA LEUCOANTOCIANIDINAS, CATEQUINAS E FLAVANONAS.
..................................................................................................................................................... 70
5.2.2.1.5. TESTE PARA ESTEROIDES E TRITERPENOS ........cooooveriereeeereeeeeeeiee e, 70

5.2.2.1.6. TESTE PARA SAPONINAS ......ooo s 71



5.2.2.1.7. TESTE PARA ALCALOIDES ..ot 71

5.2.2.2. CCD . 71
5.2.2.2.1. TESTE PARA TERPENOS ..ot 71
5.2.2.2.2. TESTE PARA FLAVONOIDES..........ccooiiiiiiiiirc s 72

523 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSEN-
CIAL, DO EXTRATO BRUTO, FRAGCOES E SUBFRACOES DAS FOLHAS DE S.

CUMINIL LRt e Rt e e r e R e e e sr e r e e re s r e e nenne e e nnis 72
5.2.3.1. TESTE QUALITATIVO ..ottt 72
5.2.3.1.1. EXTRATO BRUTO E FRAGOES .......ccoiieieteeteeeeeee s, 72
5.2.3.1.2. SUBFRAGOES DE FAAZ........ooeeeeeeeeeee e 72
5.2.3.2. TESTE QUANTITATIVO ...t 74
5.2.3.2. 1. OLEO ESSENCIAL ......coivivieieeiteieie et 74
5.2.3.2. 2. EXTRATO BRUTO E FRAGOES ......c.oviieieeetee e, 75
5.2.3.2.3. SUBFRAGOES DE FAAZ........oeeeeeeeeeee et 77
5.3. PROPOSTA DE IDENTIFICACAO DAS SUSBTANCIAS POR CLAE/EM........... 77
B.  CONCLUSAOD ..ottt sttt 98

7. REFERENCIAS: ..ottt 100



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Constituintes quUIMIcos de S. CUMINI........cccciveiieiiiieie e 24
Tabela 2— Identificacdo dos constituintesem pH 3,85€ 11 ...ccccoevvivviieiiicceee e 37
Tabela 3— Identificagdo dos constituintes em pH 2 € 11 ......cooviiiiiiiiiiiiccsee e 38
Tabela 4 -Sistemas HEMWats € EBWALS...........cccoviiiiiiiieiiee s 42
Tabela 5- Sistemas modificados HEMWaLS...........cccooviiiiniiiniineee e 45
Tabela 6 - Sistemas modificados EBWALS............ccoueiiiiiinieiiiiieeeiee e 45
Tabela 7- Reunido subfra¢fes de FAAZ oriundas da pré-purificacdo do HPCCC......... 50
Tabela 8- Rendimento de 6leo essencial de S. cumini (%0)......ccccvevvevveverereneneseseennnns 52

Tabela 9 - Rendimento de 6leo essencial de folhas secas e frescas de S. cumini (%)... 54
Tabela 10- Area (% ) das substancias majoritarias do 6leo essencial das folhas de S.
cumini NO Periodo de 2013-2014. ........ccooieiieieeee e s 57
Tabela 11 - Area (%) das substancias majoritarias do 6leo essencial de folhas frescas e

SECAS TE S.CUMINIL 1vveviiiiiie ettt bbbttt e bbb e b e ne e 63
Tabela 12 - Rendimento do extrato bruto e fraghes...........cccevveveeieiieeve e 68
Tabela 13- Testes para fenGis € taNiN0S........ccoceiirereiie e 69
Tabela 14 - Teste para Antocianinas € ANtOCINIAINGS ........coovvereiieiieiiere e 69
Tabela 15 - Teste para Triterpenos € eSteroides .........ccevveveieerieiiesee e 70
Tabela 16- AA de dleo essencial S. cumini, N=3 ..o 74
Tabela 17 - Atividade Antioxidante do Extrato Bruto e Fragdes S. cumini ................... 75
Tabela 18 - Clsp(pug/mL) S. cumini - Benherlal (2007) ......cccoooviiviiiiiiie e 76
Tabela 19 - Concentracdo de FET e FLT no Extrato Bruto e Fra¢des S. cumini. .......... 76

Tabela 20 - Atividade antioxidante, Clsg e concentracdo de FET e FLT das subfractes
B FAAZ ...ttt e te e aaa e reearen 77
Tabela 21 - Substancias Propostas encontradas em Folhas de S. cumini, realizada em
equipamento CLAE-DAD-IQPA/EM modo de ionizacdo negativo 35 eV.................... 81



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Procedimentos gerais para a obtencao de compostos biologicamente ativos.

Fonte: FilN0 € YUNES, 1998. ......coiiiiiiiieie st 19
FIQUIA 2 = S. CUMINIL ottt ste e reesneenne s 21
Figura 3- Classificacdo dos diferentes instrumentos de CCC. Fonte: Hostettmann, 2001
........................................................................................................................................ 26
Figura 4- Esquema de funcionamento de HPCCC maodificado. Fonte: COLEGATE E
MOLYNEUX, 2007, ...eeee ettt e et e et e e e snae e e b e e e snaeeenneee e s 27
Figura 5 - Esquema de Funcionamento de CLAE/PDA-EM (fonte: COLEGATE, e
MOLYNEUX, 2007). ...cuviteieieresieieesieseisie e e s e sse st sessesssssssessessesessessesessessens 29
Figura 6- Folhas (A) e Inflorescéncia e frutos (B) de S. cumini.........cccccccoveveiieiinennnns 33
Figura 7- Fluxograma da coleta e processamento do material vegetal, extrato bruto e
fragc0es de S. CUMINT (AZ).. ..o bbb 35
Figura 8- Placa dos sistemas testados revelados com NP/PEG.. ...........cccocveveiiieiieennene 43
Figura 9- Cromatoplaca das subfracdes de FAAZ fracionada em HPCCC.. ................. 43
Figura 10- Fluxograma de obtengdo das subfragdes de FAAZ por HPCCC.................. 43
Figura 11- CCD de FAAZ de 1200,00 mg corrida em HPCCC.........ccccceoeiireninnninnnn. 44
Figura 12- CCD de FAAZ de 1200,00 mg corrida em HPCCC..........c.ccccevveveiiiecieennns 44
Figura 13- Fluxograma obtencéo das subfracdes de FAAZ por HPCCC.. ............... Erro!
Indicador néo definido.4

Figura 14 -Fracionamento da subfragio FAAZS..........ccoiiiiiiinieeeee s 45
Figura 15- Cromatoplaca da subfracdo FAAZ3a a FAAZ3h eluida em diclorometano:
acetona: metanol (DAM)(6,5: 1,5: 3) e revelada com NP/PEG. ...........cccccveveiieinennene 456
Figura 16- Fracionamento da subfragio FAAZA..........ccccooeiiiiiiiciiiecee s 46
Figura 17— Cromatoplaca das subfracbes FAAZ4a & FAAZA4i eluida em diclorometano:
acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) e revelada com NP/PEG.. ..........cccccecveveeneenen. 4546
Figura 18 - Fracionamento da subfragdo FAAZS. ..o 467
Figura 19 - Cromatoplaca das subfragdes FAAZ5a a FAAZ5c¢ eluida em diclorometano:
acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) e revelada com NP/PEG.. .........ccccovevveierinenne. 47
Figura 20— Fracionamento da subfragdo FAAZG. .........ccccceveiiiiiiiiniee e 468

Figura 21- Cromatoplaca da Subfracdo FAAZ6a a FAAZ6h eluida em diclorometano:
acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) e revelada com NP/PEG. .........ccccccovvvevviieninennn. 48


file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830875
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830881
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830881
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830884
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830885
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830885

Figura 22 - Cromatoplaca eluida em BAW (4:1:5) subfracdes IFAAZla — IFAAZ10a

revelada M NP/PEG. ..ottt st sne e 51
Figura 23- Cromatoplacas das subfracdes IFAAZla — IFAAZ10a eluidas nos sistemas 5
e 6, reveladas COM NP/PEG.........ccooiiiiiiiiiiiieee e 51
Figura 24 - Rendimento Oleo essencial (%) das folhas de S.cumini x Volume de preci-
PITAGAD (MM ittt bbbttt b b bbb ens 54
Figura 25- Rendimento 6leo essencial (%) das folhas de S.cumini. x Temperatura mé-
(01 ) RSOSSN 54
Figura 26 - Cromatograma obtido por CG/EM do 6leo essencial de S. cumini (17 /10 /
2003) . ettt b et e r et et h e b ettt et et ereebesbe s enenrenrs 56
Figura 27 - Cromatograma obtido por CG/EM do 6leo essencial de S. cumini (18 /06/
2004). ettt Rt Rt et R e bt reebe st et enenre e 56
Figura 28 - Area (%) de o — PiNeno @ CaNTENO.. .........cvvovveereeieseireeeeeeseee s, 58
Figura 29 - Rota da biossintese do « — pineno e S — pineno, fonte: Dewick 2002. ....... 59
Figura 30 - Espectro de massas e estrutura do a — PINEN0.........cccvvveeeeerienenesenesienns 59
Figura 31- Espectro de massas e estrutura do canfeno............cccocveveeie i sie e 60

Figura 32- Area (%) do (Z) /5 - ocimeno e (E) S - ocimeno do 6leo essencial de S. cumi-

ni no periodo de Ago/2013 — AQO/2014. .......coiiiiiieieiee e 61
Figura 33 - Espectro de massas e estrutura do (Z) £ - OCIMENO ........ccoevvvrververererieriene 61
Figura 34- Espectro de massas e estrutura do (E) g - ocimeno (17/10/2013). ............... 62
Figura 35 - Espectro de massas do 5 - PINENO ......ccvvieieierienieiiesie e 64
Figura 36- Espectro de massas do 5 - MIFCENO. ........ccueiveriirenirienesieeee s 64
Figura 37-Espectro de massas e estrutura do trans-cariofileno............ccccceverenenniinnne. 65
Figura 38- Espectro de massas e estrutura do a-humuleno ............ccccocceeeiiiiciieceenen, 65
Figura 39 - Espectro de massas e estrutura do p-CIMeN0 ........cccccvevveerieieeieeiesee e 65
Figura 40 - Espectro de massas e estrutura do liImoneno. ..........c.ccocveveiiencnene s 65
Figura 41 - Espectro de massas e estrutura do a-terpineol...........ccocooveveieniiencnnninnn, 66
Figura 42 - Espectro de massa e estrutura do acetato de bornila..............cccocoeiiiennnnn 66
Figura 43 - Substancias majoritarias do 6leo essencial das folhas de S. cumini............ 67

Figura 44 - Cromatoplaca para terpenos eluida em BAW (4: 1: 5) revelada com vani-

L T ] o= VPSS 71
Figura 45 - Teste qualitativo de atividade antioxidante subfragdes FAAZ — DPPH...... 73
Figura 46 - Atividade antioxidante das IFAAZla — IFAAZL10a ..........cccevveiiieeineinnenn, 74

Figura 47 - Espectro de massas da SUDSEANCIA 1 ..........cccciveviiiiiiicie e 78


file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830887
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830887
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830889
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830889
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830891
file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830891

Figura 48 - Espectro de massas da SUDSTANCIA 2..........ccceveerveieiiiese e 79

Figura 49 - Cromatograma CLAE- EM da fragdo FAAZ3D ... 79
Figura 50 -Espectro de massas da amostra 12..........cceveverinineneniseeieieesee s 79
Figura 51 - Espectro UV de comprimento de onda 200- 600 nm da amostra 12 ........... 80
Figura 52 - Estruturas basicas das flavonas e flavonais. ............cccccveviieiiiie e 80
Figura 53 - Estrutura do &Cid0o CafEICO.......ccoviviiiiicieiee e 85
Figura 54 - Estrutura da metil miricetina glicoSidiCO ..........ccooviriieiniiiicreee 85
Figura 55 - Estrutura do &cido trans-CiNAMICO.........cccecvveiievieeiie e 86
Figura 56- Estrutura do metil galato...........ccecviieiieii i 86
Figura 57 - Estrutura do 4CId0 GAlICO .........covriiiiiiieice e 86
Figura 58 - Estrutura do metOoxi metil galato..........cocooeriiiiiciiic e 87
Figura 59 - Estrutura do 4Cido ProtOCatECUICO. .........ccvveieiierieeieceeste e 87
Figura 60 - Estrutura da miricetina 3-O- 3”’- acetil-raminosidica...............ccccccevveireennenn 88
Figura 61 - Estrutura da miricetina 3,4’-di-O-a-L-raminopiranosidico ...........c.cccccue..... 88
Figura 62 - Estrutura da floridzing ...........cccoocoiiiiiiiiiiieeee s 89
Figura 63 - Estrutura da miricetina 3-O- 2”’- acetil- raminosidica.............c.ccccevveirennenn 89
Figura 64 - Estrutura da MiriCetiNG..........cccoiveiiiiiiie e 90
Figura 65 - Estrutura da miricetina 3-O- 4°’- acetil-raminosidica..............cccocerereruennnn. 91
Figura 66 - Estrutura da miricetina 3-O- 3”’- acetil-raminosidica...........c..cccccerevruennnn. 91

Figura 67- Cromatograma dos isdmeros da miricetina 3-O- 2°’- acetil-raminosidica... 91

Figura 68 - Espectros de massas dos isdmeros da miricetina 3-O- 2°’- acetil-raminosidi-

Figura 69 - Espectros em comprimentos de onda UV dos isdmeros da miricetina 3-O-
277- ACELH-FAMINOSIAICA. ... eveivieieeiieiiee et sbe e 93
Figura 70 - Estrutura da mearnsetin 3-O-(4’-O-acetil)-a-L-1C4-raminopiranosidica
(SUDSEANCIA 24). ...ttt bbbt b et bbb 94
Figura 71 - Espectro de massas da mearnsetin 3-O-(4’’-O-acetil)-a-L-1C4-raminopira-
NOSIAICA (SUDSTANCIA 24).......civieiiiieeeie e re e be e 94

Figura 72 - Espectro de UV da mearnsetin 3-O-(4"’-O-acetil)-a-L-1C4-raminopiranosi-

diCA (SUDSLANCIA 24).. ...veeeieee ettt e be e e 95
Figura 73 - Estrutura do galoil glicoSidiCO ..........covviiiiiiiiecce e 96
Figura 74 - Estrutura da iSOQUEICEIITNG ......c..ovrviriiiiiieieeseeee e 96

Figura 75 - Estrutura do hiperoSide ..........cc.ccviiiieeie i 96


file:///C:/Users/Mestre%2022/Documents/Francimauro/MEstrado%20UFAm%20ITAcoatiara%202013.1%20atualizado%202015/Dissertação%20qualificação/Projeto%20Mestrado%20UFAM%202013%20Francimauro%20revisado22-06-15.docx%23_Toc422830916

Figura 76 - Espectros de massas da hiperosideo (26) e da isoquercetrina (27 ).............. 97

Figura 77 - Espectros UV do hiperosideo (26) e da isoquercetring (27) .........cccevevenene 887

LISTA DE SIGLAS e SIMBOLOS

AA — Atividade antioxidante
AC — Antocianinas
ACN-Acetonitrila

AL — Alcaloides

AZ — Folhas de S. cumini

BAW - Butanol: acido acético glacial:
agua

BHA - Hidroxianisol butilada

CBM —20A — Controlador de sistema

CCC - Cromatografia de contra
corrente
CCD - Cromatografia em camada
delgada
CG-EM - Cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas

CL-EM - Cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas

CLAE - Cromatografia liquida de alta
eficiéncia

CPC - Cromatografia de particdo
centrifuga

DAW - Diclorometano: acetona: agua

DAAA — Diclorometano: acetonitrila:
agua: acido acético glacial

DCCC - Cromatografia em contra
corrente de gotejamento

DNA — Acido desoxirribonucleico

DPPH - 2,2-difenil-picril-hidrazil

EBWat — Acetato de etila : butanol :
agua

FAAZ — Fragéo acetato de etila
FAZ — Extrato bruto de S. cumini
FBAZ — Fracao butandlica
FCAZ — Fracao cloroférmica
FET — Fenois totais

FHAAZ — Fracéo hidroalcéolica
FHAZ — Fragéo hexanica

FL - Flavonoides

FLT - Flavonoides totais

FN — Fenois

HEMWat- Hexano: acetato de etila:
metanol: dgua

HPCCC - Cromatografia em contra
corrente de alto desempenho

HSCCC - Cromatografia em contra
corrente de alta velocidade

| — Fase inferior

Clso — Concentragdo que inibe 50% (de
DPPH)

IFAAZ — Substancias isoladas da fragdo
acetato de etila

INMET - Instituto Nacional de
Meteorologia



K1 — indice de Kovats
NP — Difenilborato
OMS- Organizacdo Mundial da Saude.

RLCCC - Cromatografia em contra
corrente de rotagéo locular

RMN — Ressonancia magnética nuclear
Rpm — Rotagdes por minuto

S - Fase superior

SN — Saponinas

TN — Taninos

PEG - Polietileno glicol

Rf — Fator de retencéo.

TP — Terpenois e ou esteroides

Tr — Tempo de retengdo

USP — Universidade de Sao Paulo
UV — Ultravioleta

v/m — VVolume dividido pela massa

v/v —Volume dividido pelo volume



RESUMO

Syzygium cumini (L.) Skeels pertence a familia Myrtaceae e sub familia Myrtoideae.
Vaérios estudos demonstram as atividades farmacoldgicas de S. cumini tais como
antidiabética, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante. Resultados encontrados na
literatura reporta a presenga de compostos fendlicos nesta espécie. As folhas de S.
cumini foram coletadas de uma Unica planta a cada dois meses no periodo de 08/2013 a
08/2014 para obtencéao de 6leos essenciais por hidrodestilacdo de folhas frescas e secas.
O extrato foi obtido sob refluxo com etanol 70%. O extrato bruto foi fracionado por
particdo liquido-liquido obtendo-se fragdo hexénica (FHAZ), fracdo cloroférmica
(FCAZ), fracdo acetato de etila (FAAZ), fracdo butandlica (FBAZ) e fracdo
hidroalcoolica (FHAAZ). FAAZ foi fracionada por cromatografia contra corrente de
alto desempenho (HPCCC) utilizando sistemas de solventes HEMWats (hexano: acetato
de etila: metanol: 4gua) e EBWats (acetato de etila: butanol: 4gua). O rendimento de
oleo essencial das folhas frescas foi maior no periodo que a planta estava no estagio de
inflorescéncia e ocorreu uma diminuicao logo apo6s o periodo de final de producdo de
frutos e nas amostras seguintes uma ligeira estabilizagdo no rendimento. O resultado da
influéncia da temperatura demonstrou um aumento de rendimento de 6leo essencial das
folhas de S. cumini em periodos de temperaturas mais elevadas. Os rendimentos dos
6leos essenciais das folhas secas foram sempre superiores aos valores encontrados nas
folhas frescas. Foi observado ainda mudanga das concentracdes dos metabdlitos
secundarios, por exemplo, 0 a—pineno em jun/2014 folhas secas 46,34 % e folhas
frescas 39,40 %. Em relacdo aos ensaios de atividade antioxidante, foi verificado
atividade para todas as fracGes e extrato testados frente ao radical DPPH (2,2-difenil-
picril-hidrazil). O valor de Clsy das fragdes FAAZ, FBAZ e FHAAZ foram préximos ao
do padréo de &cido galico. O resultado de Clsp da fragdo FAAZ 9,40 + 0,40 pg/mL foi
menor do que os encontrados na literatura. Os valores de Clso das subfracdes obtidas em
HPCCC foram: FAAZ81 22,13 + 1,12 pg/mL, FAAZ82 8,60 + 0,26 pug/mL, FAAZ83
14,17 + 0,60 pg/mL e FAAZ84 2,87 + 1,25 ug/mL. Foi verificado por CLAE/EM a
presenca de 36 substancias na fracdo em acetato de etila (FAAZ). Sendo 19
primeiramente, identificadas como pertencente a classe dos flavonoides e outros
compostos fendlicos, apresentando atividade antioxidante, frente ao radical DPPH.

Palavras Chaves: Myrtaceae, Oleo essencial, Atividade antioxidante e HPCCC.



ABSTRACT

Syzygium cumini (L.) Skeels belongs to the Myrtaceae family and sub Myrtoideae
family. Several studies have shown pharmacological activity S. cumini such as anti-
diabetic, anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant. Results found in the literature
reports the presence of phenolic compounds in this species. The leaves of S. cumini
were collected from a single plant every two months during the period from 08/2013 to
08/2014 to obtain essential oils by hydrodistillation of fresh and dried leaves. The
extract obtained was refluxed with 70% ethanol. The crude extract was fractionated by
liquid-liquid partition obtaining hexane fraction (FHAZ), chloroform fraction (FCAZ),
ethyl acetate fraction (FAAZ), butanol fraction (FBAZ) and hydroalcoholic fraction
(FHAAZ). FAAZ was fractionated by chromatography high performance against
current (HPCCC) HEMWats using solvent systems (hexane: ethyl acetate: methanol:
water) and EBWats (ethyl acetate: butanol: water). The yield of essential oil of fresh
leaves was higher in the period that the plant was in inflorescence stage and a decrease
occurred shortly after the end of season fruit production and the following samples a
slight stabilization in revenue. The result of the influence of temperature essential oil
showed a yield increase of sheets S. cumini periods in higher temperatures. Proceeds
essential oils from dried leaves were always higher than the values found in the fresh
leaves. It was also observed change in concentration of secondary metabolites, e.g., a-
pinene in June / 2014 dry leaves 46.34% and 39.40% fresh leaves. In relation to the
antioxidant activity assays, activity was observed for all tested against the fractions and
extract the radical DPPH (2,2-diphenyl-picryl-hydrazyl). The ICsy value of FAAZ
fractions, FBAZ and FHAAZ were close to the standard of gallic acid. The result of
ICs fraction FAAZ 9.40 + 0.40 pg / mL was lower than those found in the literature.
The ICs, values obtained for the subfractions were HPCCC: FAAZ81 22.13 + 1.12 ug /
mL, FAAZ82 8.60 + 0.26 pug / mL, FAAZ83 14.17 + 0.60 pug / ml and FAAZ84 2.87 +
1.25 pg / mL. This was shown by HPLC / MS the presence of substances in the fraction
36 in ethyl acetate (FAAZ). 19 first being identified as belonging to the class of
flavonoids and other phenolic compounds, with antioxidant activity against DPPH
radical.

Key Words: Myrtaceae, essential oil, antioxidant activity and HPCCC.
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1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Considera-se como planta medicinal, qualquer planta que possui, em um dos
Orgdos ou em toda planta, substancias com propriedades terapéuticas ou que sejam
ponto de partida na sintese de produtos quimicos ou farmacéuticos (WHO, 1998). De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) (AKERELE, 1993), por causa da
pobreza e falta de acesso a medicina moderna, cerca de 65 - 80% da populacdo do
mundo que vive em paises em desenvolvimento dependem essencialmente de plantas
para os cuidados primarios de satde. Segundo a OMS, o uso de plantas medicinais para
o tratamento das mais diversas enfermidades tem levado paises como a China a
consumir dentre o total de medicamentos cerca de 30-50% de drogas de origem vegetal.
Na Europa e América do Norte 50% da populacdo ja fez uso de fitoterapicos. Na
Alemanha destaca-se um indice de 90% de uso de formas farmacéuticas contendo

algum componente de origem vegetal (OMS, 2003).

Os primeiros relatos do uso das plantas medicinais datam de 2.600 A.C. tais
espécies utilizadas na Mesopotadmia ainda sdo mencionadas pelas sociedades atuais para
tosse, febre e inflamacdo (GURIB - FAKIM, 2006). As plantas medicinais tém sido
utilizadas tradicionalmente para o tratamento de varias enfermidades. Sua aplicacdo €
vasta e abrange desde o combate ao céancer até 0s microrganismos patogénicos
(CALIXTO, 2000). Atualmente, as grandes empresas farmacéuticas tém demonstrado
um interesse renovado na investigacdo de plantas superiores como fontes de novas
estruturas e também para o desenvolvimento de fitoterapicos padronizados com

comprovada eficécia, seguranca e qualidade (CALIXTO, 2000).

O Brasil contribui com 120 mil espécies, a grande maioria na regido amazonica,
das quais o saber popular selecionou cerca de duas mil como medicinais. Dessas, apenas
10% foram cientificamente investigadas do ponto de vista quimico-farmacolégico (DI
STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

No estudo de plantas uUteis no Brasil gravadas por Saint-Hilaire em seu livro de

campo, mostra que metade das informagdes nunca foram publicadas, onde dados de uso
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da planta foram obtidos, quando a vegetacédo nativa do Brasil ainda estava preservada e
a medicina tradicional era praticada com base em plantas nativas. Poucas espécies
foram investigadas em detalhes através de estudos de laboratério (BRANDAO et al.,
2012).

1.2 OLEOS ESSENCIAIS

Dentre os produtos naturais empregados em abordagens terapéuticas, os 6leos
essenciais, utilizados frequentemente na aromaterapia, sdo descritos como produtos com
grande potencial terapéutico e farmacoldgico. (EDRIS, 2007).

Oleos essenciais s30 naturais, volateis e complexos. Sdo caracterizados por um
forte odor sendo sintetizados por plantas aromaticas durante 0 metabolismo secundario
e normalmente extraidas de plantas encontradas em paises quentes, como as do
mediterraneo e dos tropicos, onde representam parte importante da farmacopeia
tradicional (MACHADO, 2011).

Os géneros botanicos que elaboram os compostos que constituem os Oleos
essenciais sdo distribuidos em um numero limitado de familias, como Apiaceae,
Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae,
Rutaceae e Zingiberaceae (BRUNETON, 1999).

Alguns Oleos essenciais tém alta toxicidade, acdo repelente, inibidores da
alimentacdo, além de exercerem influéncia no desenvolvimento de organismos Vvivos,
como os insetos (SAITO e LUCCHINI, 1998).

A composicao quimica dos 6leos essenciais pode ser dividida em duas classes. A
primeira, com base na biossintese, na qual se encontram os derivados dos terpenoides,
formados pela via do acido mevalbnico-acetato; e a segunda, na qual se situam
derivados do fenilpropanoide, compostos aromaticos formados pela via do &cido
chiquimico (SIMOES et al., 2007).

Os Gleos essenciais sdo extraidos de diferentes partes das plantas, por exemplo,
folhas, cascas, flores, brotos, sementes, frutos e raizes. Podem-se utilizar varios métodos
de extracdo dentre eles, a destilagdo a vapor, expressdo, hidrodifusdo, extragdo com
solvente, CO, suprercritico, &gua subcritical e microondas livre de solvente. O método
de destilacdo a vapor tem sido amplamente utilizado, especialmente para producdo em
escala comercial (CASSEL et al., 2009).
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Os oleos essenciais sofrem variacfes no rendimento e composi¢do quimica, as
quais sdo causadas por diversos fatores e condi¢cbes ambientais, tais como temperatura,
precipitacdo, umidade, duragdo e intensidade das irradiagOes solares, interagbes com
polinizadores e predadores (SANGWAN et al., 2001).

Os oleos essenciais tém sido amplamente utilizados como condimentos e
aditivos em alimentos, pois possuem atividades antioxidante e antimicrobiana (BURT,
2004).

As flores, folhas, cascas e rizomas também sdo matérias-primas para extracéo de
importantes 6leos para o comércio, com destaque para os 6leos essenciais de rosas,
eucalipto, canela e gengibre. Estes 6leos apresentam grande aplicacdo nas industrias de
perfumaria, cosméticos, alimentos e sdo coadjuvantes em medicamentos. (BIZZO et al.,
2009).

Existem 17.500 espécies de plantas aromaticas entre plantas superiores e cerca
de 3.000 oleos essenciais sdo conhecidos, dos quais 300 sdo comercialmente
importantes para produtos farmacéuticos, cosméticos e industrias de perfume (VAN de
BRAAK e LEINTEN, 1999). Tem sido reconhecido desde ha muito tempo que alguns
0Oleos essenciais tém propriedades antimicrobianas (SARTORATTO et al., 2004; MARI
et al., 2003; MOUREY e CANILLAC, 2002; JUGLAL et al., 2002), antiviral (BISHOP,
1995), antiparasitarios (PESSOA et al., 2002), e inseticida (COITINHO et al., 2006).
Estas propriedades estdo possivelmente relacionadas com a funcdo destes compostos
nas plantas (MAHMOUD e CROTEAU, 2002).

1.3 OBTENCAO DE COMPOSTOS ATIVOS DE EXTRATOS DE
PLANTAS

Para obter substancias ativas de plantas, um dos principais aspectos que deve ser
observado consiste nas informagdes da medicina popular. Pois € muito mais provavel
encontrar atividade bioldgica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do
gue em plantas escolhidas ao acaso (BRASILEIRO et al., 2008).

Algumas etapas basicas podem ser seguidas quando se procura obter principios
ativos de plantas. O procedimento deve basear-se no fato de que toda substancia,
independente de sua propor¢cdo na planta, e de ser conhecida ou ndo, pode ser um
principio ativo (HAMBURGER E HOSTETTMANN, 1991), conforme mostrado na
figura 1.
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Figura 1 - Procedimentos gerais para a obtencdo de compostos biologicamente ativos.
Fonte: Filho e Yunes, 1998.

Os métodos de extracdo de plantas mais utilizados séo, percolacdo, maceracéo,

decoccdo, em aparelho de Soxhlet e a destilacdo por arraste (BRAZ-FILHO, 1994).

Os solventes mais comuns que sdo incompativeis com a agua na extracdo de

compostos organicos sdo: éter etilico, cloroférmio, diclorometano e hexano. Pois, sdo
relativamente insolGveis em agua e formam, portanto, duas fases distintas. A selec¢do do

solvente dependera da solubilidade da substancia a ser extraida e da facilidade com que

0 solvente possa ser separado do soluto (SARKER et al., 2006).
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1.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A producédo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos levou
ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis
intracelulares e impedir a inducédo de danos (SIES, 1993). Os principais alvos de ataque
dos radicais livres séo os lipidios (peroxidacéo lipidica), proteinas, carboidratos e &cidos
nucléicos (DNA) (HENRIQUES et al., 2001) comprometendo desta forma a integridade

celular.

Uma ampla defini¢ao de antioxidante ¢ “qualquer substancia que, presente em
baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacdo deste substrato de maneira eficaz” (SIES & STAHL, 1995). Dentre 0s varios
compostos com efeitos benéficos ao organismo, destacam-se 0s antioxidantes, um grupo
de compostos quimicos possuidores de mdaltiplas fungbes que permitem ao organismo
combater eficientemente o excesso dos radicais livres, retardando ou prevenindo a
oxidacéo celular (SUHAJ, 2006).

S&o encontrados inimeros compostos naturais em frutas, cereais e vegetais que
apresentam atividade antioxidante. Entre os mais importantes antioxidantes naturais
estdo os compostos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos e taninos), compostos
nitrogenados (alcaloides, aminoacidos, peptideos, aminas e derivados da clorofila),
carotenoides, tocoferdis e acido ascorbico (AMAROWICZ et al., 2004). Varios estudos
estdo voltados para pesquisa de frutos de Syzygium cumini que possui essa propriedade,
bem como o desenvolvimento de novos produtos que também proporcionem essa acao
ao organismo humano (AYYANAR e SUBAHS-BABU, 2012).
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1.5 SYZYGIUM CUMINI

1.5.1 CARACTERISTICAS E DESCRICAO BOTANICA

A familia Myrtaceae se divide em duas subfamilias Myrtoideae e
Leptospermoideae, que se distinguem pelos frutos carnosos e folhas opostas na primeira
e frutos secos e folhas alternas na segunda (SOBRAL et al., 2010).

Syzygium cumini (L.) Skeels (figura 2) pertence & familia Myrtaceae e sub
familia Myrtoideae. E originaria, da india e Java (LIBERATO, 2007) e foi introduzida
em muitos paises tropicais na Africa e América Latina. No Brasil é encontrada em
diversos Estados das regides Sudeste, Nordeste e Norte. Pode também ser encontrada
em algumas regides subtropicais como a Florida e a Califérnia nos Estados Unidos,
Argélia e Israel (ROSS, 1999). E uma arvore perenifélia, com até 18 m de altura,
totalmente glabra, copa irregular, tronco de ritidoma espesso, rugoso e cinzento na parte

inferior, destacando-se em pequenas placas, raminhos pendentes e rolicos, folhas

opostas, floracdo em outubro e novembro, frutificacdo em dezembro e janeiro
(LIBERATO, 2007).

Figura 2 - S. cumini.
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1.5.2 TAXONOMIA

Syzygium cumini (L.) Skeels é conhecida no Norte e Nordeste do Brasil por
azeitona roxa, jambolao e jameldo em outras regifes do pais. Esta espécie apresenta
outras sinonimias, como Eugenia cumini (L.) Druce, Eugenia jambolana Lam.,
Syzygium jambolanum DC (DUKE, et al., 2002).

Reino: Plantae

Sub reino: Tracheobionta

Super divisdo: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sub classe: Rosidae

Familia: Myrtaceae

Género: Syzygium

Espécie: Syzygium cumini (L.) Skeels

1.5.3 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

S. cumini € cultivada no Brasil como planta ornamental e o cha de suas folhas €
normalmente utilizado por pacientes diabéticos (TEIXEIRA et al., 1990; SOARES et
al., 2000). Tanto a casca como as folhas e as sementes sdo bastantes adstringentes. O
suco dos frutos € utilizado como adstringente, diurético, antidiabético e estomaquico.
As cascas, devido as propriedades adstringentes, sdo utilizadas contra diarreias cronicas,
disenteria e menorragia. A decoccdo da casca é um eficaz enxaguante bucal no
tratamento de aftas, estomatites, afeccGes da garganta e outras doencas das vias orais
(KHARE, 2007).

Vaérios estudos demonstram as atividades farmacoldgicas e bioldgicas de S.
cumini tais como antidiabética (KUMAR et al., 2008a;. PATEL et al., 2009), anti-
inflamatdria (LIMA et al., 2007,. KUMAR et al., 2008b), antimicrobiana (MIGLIATO
et al., 2010; SHAFI et al., 2002;. BRAGA et al., 2007), antioxidante (KANERIA &
CHANDA. 2013;. RUAN et al., 2008;. VEIGAS et al., 2007; SULTANA et al., 2007;
BANERJEE et al., 2005;. KANERIA et al., 2009), antigenotéxica (BARTOLOME et

al., 2006), leishmanicida (BRAGA et al., 2007), citotoxica em larvas de Artemia salina
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(KRISHNARAJU et al., 2006), anti-hiperlipidémica (PATEL et al., 2009), no sistema
nervoso central (KUMAR et al., 2007), antialérgica (BRITO et al., 2007), anti-
fertilidade (RAJASEKARAN et al., 1988), gastroprotetora (RAMIREZ e RAO 2003) e
radioprotetora (JAGETIA e BALIGA 2008).

1.5.4 CONSTITUINTES QUIMICOS DE S. cumini.

Diversos constituintes quimicos (Tabela 1.) de S. cumini ja foram identificados
tais como, quercetina, kaempferol, dihidroquercetina, miricetina, malvidina, petunidina,
acido elagico, acido galico, acido oleandlico, isoquercetina, vitamina C, eugenol, a-
pineno e terpineno (AYYANAR & SUBASH-BABU, 2012).



Tabela 1- Constituintes quimicos de S. cumini.
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Partes da Planta

Constituintes quimicos

Referéncias

Folhas (Fo)

Sementes (Se)
Flores (FI)

Frutos (Fr)

Quercetina, miricetina, miricetina 3-O-4-acetil-L- rhamnopiranosideo.

Acido galico, metil galato, campenferol, miricetina, &cido elagico, 4cido 3-O-metill elagico, miricetina
3-0-(4"-O-acetil) -a-L-rhamnopiranosideo (miricetrin 4"-O-acetato), miricetina éter 4'-metil-3-O-a-L-
rhamnopiranosideo, miricetrina, acido clorogénico, quercetrina 4"- O-acetato, quercetina 3-O-a-L-
raminopiranosideo, campenferol 3-0-f-D-glucuronopiranosideo, miricetina 3-0-4-D-
glocuronopiranoside, elagitanino, nilocitina, 3-O-(4"-O-acetil)-a-L-rhamnopiranosideo e miricetrin 4"-
O-acetil-2"-O-galato.

Acido betulinico, &cido crategolico.

p-sitosterol, &cido betulinico, micaminose, &cido crategdlico, n-hepatcosano, n-nonacosano, n-
hentriacontano, noctacosanol, n-triacontanol, n-dotricontanol, quercetina, miricetina.

Pinocarveol, a-terpeneol, mirtenol, eucarvono, murolol, a-mirtenal, cineole, geranil acetona, a-cadinol
e pinocarvona.

Acido galico, elagico, corilagico, a- e f-pineno, canfeno, mirceno, limoneno, cis e trans- ocimeno, y-
terpineno, terpinoleno, acetato de bomila, a-copaeno, a-humuleno e candineno.

Campenferol, quercetina, miricetrina, isoquecercetina, acido acetil oleanoico, antocianidinas.

a- e p-pineno, canfeno, mirceno, limoneno, cis e trans- ocimeno, y-terpineno, terpinoleno, acetato de
bomila, a-copaeno, o-humuleno, candineno, malvidina- 3- glicosideo, petunidina -3-glicosideo.
malvidina, petunidina e cianidina.

Timbola et al., (2002)

Mahmoud et al., (2001)

Gupta, Sharma, (1974)

Sagrawat et al., (2006)

Shafi etal., (2002)

Sengupta (1965); Bhargava
(1974)

Subramanian, (1972)

Venkateswarlu (1952); Lewis,
(1956); Veigas (2007); Priya
(2013)
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1.6 CROMATOGRAFIA CONTRA CORRENTE - CCC

Cromatografia em contra corrente (CCC) é um processo cromatografico de
particdo liquido-liquido em que a fase movel e estacionaria sdo liquidas (BERTHOD,
2002). A "coluna™ é constituida de um longo tubo dentro de um tambor (bobina), que é
voltado para o rotor principal de tal forma que ele gira simultaneamente a duas vezes a
velocidade do rotor (movimento planetario). Esse duplo movimento configura um
flutuante campo de forgca que obriga uma fase (a fase menos densa ou leve) mover-se
para o fim que por definicdo chama-se de "cabeca™ da bobina ou coluna e a outra (a
mais densa, fase mais pesada) vai deslocando-se para a extremidade oposta da bobina /
coluna chamada "cauda”. Mudando a direcdo do movimento simplesmente muda a
notacéo cabeca / cauda ao redor (SUTHERLAND et al., 2009).

Através da medicdo do deslocamento da fase superior (estacionéria) da coluna
durante o equilibrio do processo, € possivel calcular a quantidade de fase estacionaria
esquerda na coluna e prever exatamente quando os compostos irdo eluir com base na
sua razao de distribuicdo (por vezes referido como o coeficiente de particdo). A razéo de
distribuicdo é normalmente definida como a concentracdo de um composto na fase

estacionaria dividida pela concentracio na fase mével (COSTA e LEITAO, 2010).

Os tipos de CCC utilizados sdo: Cromatografia em contra corrente de
gotejamento (DCCC), Cromatografia em contra corrente de rotac¢do locular (RLCCC),
Cromatografia em contra corrente de alta velocidade (HSCCC), Cromatografia em
contra corrente de alto desempenho (HPCCC) e Cromatografia de particdo centrifuga
(CPC). A figura 3 mostra a classificacdo dos diferentes instrumentos de CCC segundo
Hostettmann et al., (2001).
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cce

Campo gravitacional Campo gravitacional
constante variavel
Gravidade Forca

| centrifuga

\ ' | CPC
DCCC RLCCC AQZEZEE?TS’
RSCCC

Figura 3- Classificacdo dos diferentes instrumentos de CCC. Fonte: Hostettmann, 2001

Nesta técnica cromatografica, a composicdo do sistema bifasico de solventes a
ser utilizado como fase estacionaria e como fase mdvel foi, primeiramente, estabelecido
através de cromatografia em camada delgada (CCD), buscando-se condic¢des otimizadas
para uma boa resolucdo do material a ser separado e purificado na coluna (bobina)
(SILVA et al., 2008). Além disso, como um dos critérios de eficiéncia do sistema
bifasico, as fases resultantes devem ser susceptiveis de uma imediata separacdo e
recomposicao, apos agitacdo intensa (CONWAY, 1990). O processo requer ainda que a
amostra a ser analisada apresente boa solubilidade no sistema bifasico de solventes e,
fundamentalmente, alcance uma distribuicdo equitativa, o mais préximo possivel da
unidade (1:1) em ambas as fases (HOSTETTMANN e MARSTON, 2001).

Um sistema de HPCCC tipico modificado consiste de um reservatorio de fase
maével, uma bomba, uma valvula de injecdo, uma coluna, um detector, um coletor de
fragdes, e um processador ou registador de dados, conforme figura 4 (COLEGATE e
MOLYNEUX, 2007).
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Valvula
de

Coluna

HPCCC —i‘ Detector |y Computador
injecéo
Amostra T

Refrigeracdo

Bomba

Coletor de
Fase Movel Fracédo

Figura 4- Esquema de funcionamento de HPCCC maodificado. Fonte: COLEGATE E
MOLYNEUX, 2007.

A utilizacdo da HPCCC quase ndo ha perda de massa da amostra injetada,
segundo Ito et al., (1969) a cromatografia contracorrente de alto desempenho (HPCCC)
é uma técnica cromatogréafica de particdo liquido-liquido livre de suporte, que opera sob
condicdes suaves e elimina o risco de adsorcdo irreversivel da amostra sobre suporte
solido.

1.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA

AO ESPECTROMETRO DE MASSA — CLAE/EM

Em associacdo com a pesquisa de produtos naturais, inimeras ferramentas
analiticas foram desenvolvidas para a separagdo e caracterizacdo de compostos naturais.
Dentre as quais a espectrometria de massa (EM) e o seu acoplamento a técnicas de
separacdo em fase liquida, em especial cromatografia liquida (CL), foram reconhecidas
como um avanco revolucionario na analise e caracterizacdo de produtos naturais.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é capaz de realizar separacdo dos
metabolitos secundarios de uma variedade de amostras (ARDREY, 2003).

O acoplamento de cromatografia liquida é mais delicado porque os ions em fase
gasosa devem ser produzidos por espectrometria de massa. A cromatografia liquida é
normalmente usada para 0s compostos que ndo sdo volateis e ndo sdo adequados para a
cromatografia em fase gasosa. Existe uma série de métodos de acoplamento de
CLAE/EM tais como termopulverizagdo (PTS), electrospray (ESI), ioniza¢do quimica a
pressdo atmosférica (IQPA) e fotoionizacdo pressdo atmosférica (FIPA) podem tolerar
caudais de cerca de 1 ml.min® sem a necessidade de uma divisdo do fluxo
(HOFFMANN e STROOBANT, 2007).
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Com efeito, os métodos utilizados quando a CLAE é acoplada a um detector de
UV ndo sdo sempre compativeis com estas varias fontes de ionizacdo. Mudangas
significativas para os métodos de cromatografia liquida sdo muitas vezes necessarios
adapta-las as CLAE / EM, mesmo se fontes modernas s@o mais tolerantes e requerem
menos ajustes (ARDREY, 2003).

Uma variedade de técnicas tem sido desenvolvida para medi¢fes em razdo da
massa-carga (m/z) de ions em fase gasosa. Os métodos incluem a separacdo em
decorréncia do tempo em que a velocidade dos ions da base e a distancia de fuga (TOF);
onde a transmissdo ocorre atraves de um campo eletro-dinamico (quadruplo filtro de
massa); dispersdo com base no impulso de ions ou de energia cinética (magnética e
instrumentos do setor elétrico); e quadrupolo ion trap (QIT) (ARDREY, 2003).

A espectrometria de massa é apenas uma de muitas variedades de detector que
pode ser ligada a CLAE. Vias alternativas de deteccdo que sdo comumente utilizadas
incluem métodos de radiagdo visivel tais como a medicdo de dispersdo da luz ou do
indice de refracdo e a absorbancia, tais métodos como espectroscopia de UV ou
fluorescéncia e deteccdo de arranjo de fotodiodos (PDA) (SNYDER et al., 1997
MEYER, 2004). Estes tltimos métodos podem ser extremamente Uteis para a deteccao
de certas classes de compostos que absorvem luz na regido do UV ou fluorescentes (por
exemplo, kaempferol, quercetina, espermidina); de fato detectores PDA tém sido
frequentemente ligados online para CLAE antes do EM, em estudos de produtos
naturais para proporcionar uma maior dimensdo para ajudar na caracterizacdo do analito
detectando espécies (CLAE / PDA-EM) (VORST et al., 2005).

Os métodos de ionizacdo que podem ser utilizados em CLAE/EM incluem
ionizacdo de elétrons (IE), ionizacdo quimica (1Q), por bombardeamento atomico rapido
(BAR), termo pulverizacdo (TSP), por electrospray (ESI) e de ionizacdo quimica a
pressdao atmosférica (IQPA) (ARDREY, 2003). Neste trabalho foi utilizado o IQPA,
qual pode ser aplicavel igualmente a compostos mais polares ou com baixa e moderada

polaridade.

O regime de ionizagdo IQPA ¢é muito mais longo e isso impede a sua utilizacdo
para o estudo de biomoléculas grandes, considerando como o limite de massa por IQPA
valores inferiores a 2000 Da (ARDREY, 2003).

Vantagens de Utilizar IQPA (ARDREY, 2003).
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* Produz ions a partir da solucdo enquanto que o analito recebe mais calor do que com
electropulverizacdo, os compostos com um grau de instabilidade térmica pode ser
estudada sem a sua decomposigéo.

« E melhor aplicada a compostos com baixa, moderada e alta polaridades.

« E uma técnica de ionizagdo que é geralmente utilizada na analise de substancias em

estudo a ser determinado seu peso molecular.

« E capaz de lidar com taxas de fluxo de até 2 ml /min e €, por conseguinte, diretamente

compativel com colunas de CLAE de 4,6 milimetros.
« E mais tolerante & presenca de tampdes no fluxo de fase mével que ESI.

« E mais tolerante a alteragdes nas condi¢des experimentais do que ESI e uma gama de
fases celulares, incluindo o gradiente de eluicdo, pelo que podem ser acomodados

utilizando um dnico conjunto de condicdes experimentais.

Segue esquema (figura 5) de funcionamento de CLAE/PDA-EM utilizado neste

trabalho.
Injecie da
amostra
Eomba N N
- Coluna CLAE » FDA
CLAE /S o
Detector . IQPA
Computador
Tl
‘ N | | . ( H '-Ill‘:., : .
Fepectro de Miazzad L ) o ettt EspectroUy
Cromatosrama

Figura 5 - Esquema de Funcionamento de CLAE/PDA-EM (fonte: COLEGATE, e
MOLYNEUX, 2007).
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2. JUSTIFICATIVA:

Devido a grande procura por medicamentos fitoterapicos que sdo mais acessiveis
a populacdo mais carente, torna-se cada vez mais importante a busca de substancias com
acao antioxidante. Alguns exemplos de substancias com acdo antioxidantes obtidas de
plantas sdo: compostos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos e taninos), nitrogenados
(alcaloides, aminoécidos, peptideos, aminas e derivados da clorofila), carotenoides,
tocoferois e acido ascérbico (AMAROWICZ et al., 2004), que podem atrasar ou inibir
as lesbes causadas pelos radicais livres (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Devido a
varias acOes farmacoldgicas relatadas na literatura de S. cumini torna-se importante
buscar a identificacdo de constituintes quimicos das folhas de S. cumini com atividade
antioxidante a qual pode fornecer subsidios para o desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos.
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3. OBJETIVOS:

3.1. OBJETIVO GERAL:

Caracterizar os constituintes quimicos e determinar a acdo antioxidante do 6leo

essencial, extrato e fragdes das folhas de Syzygium cumini.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar a composicao quimica do 6leo essencial por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

e Determinar atividade antioxidante do 6éleo essencial, extrato e fracoes.

e Caracterizar grupos quimicos dos extratos e fracdes ativas por cromatografia e
ensaios cromaticos.

e Purificar e isolar as substancias da(s) fracdo(des) mais ativas.

e Identificar as substancias isoladas da(s) fracao(Ges) mais ativas.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Acetato de etila P.A. (Dindmica), n-hexano P.A. (Vetec), cloroférmio P.A.
(Vetec), alcool butilico normal P.A. (Dindmica), alcool etilico anidro (Cinética), alcool
metilico P.A. (Synth), sulfato de sodio anidro P.A. (Vetec), cloreto férrico P.A.
(Dinamica), anidrido acético P.A. (Vetec), acido sulfarico P.A. (Synth), &cido cloridrico
P.A. (synth), hidréxido de sddio em lentilhas P.A. (Synth), Nitrato de bismuto P.A.
(Merck), acido acético glacial P.A (Vetec), iodeto de Potassio P.A. (Synth), cloreto de
mercurio P.A. (Synth), vanilina P.A. (Vetec), diclorometano P.A. (Dinamica),
polietilenoglicol 400 U.S.P. (Synth), 2-aminoetildifenilborinato (Sigma-Aldrich),
acetonitrila P.A. (Vetec), acetona P.A. (Synth), 2,2-difenil-1-picril-hidrazila —DPPH
P.A (Sigma-Aldrich), &cido galico P.A.(Sigma- Aldrich), reagente de folin-ciocalteu
(Sigma- Aldrich), carbonato de sodio P.A. (Synth), dimetilsulfoxido P.A. (Nuclear),
quercetina 98% (Sigma-Aldrich), cloreto de aluminio P.A. (Synth), Acetato de potassio
(Synth), alcool metilico grau hplc (Panreac), acetonitrila grau HPLC (Panreac), placas
cromatograficas de silica Gel 60 F254 (Merck), balanca semi analitica (Marte), balanca
analitica(Shimadzu), manta aquecedora 12000ML (Fisaton), rotoevaparodor (Fisaton),
ultrassom (Quimis), Capela (Quimis), liofilizador L101( Liotop), bomba de vacuo - sl
061 (Solab), camara escura UV (Biothec), centrifuga 80-2b (Centribio), banho maria sl
150 (Solab), banho ultratermostato( Quimis), agitador VVortex (Nova), Moinho de Facas
(Solab), estufa TTL (THOLZ), Cromatografo gasoso GC-2010 Plus (Shimadzu),
espectrometro de massas QP2010 (Shimadzu), coluna DB-5MS (Agilent), detector
multimodo DTX 800 (Beckman Coulter), HPCCC Spectrum (Dindmica Extraccéo),
Chiller Smart H150-1500 (Lab Tec), Bomba Isocratica 10 plus (Alpha), detector de UV
SPD-M20A ( Shimadzu), controlador CBM-20A ( Shimadzu), computador (DELL),
Equipamento CLAE (Thermo Scientific), espectrometro de massa ion trap LCQ Fleet
(Thermo Scientific), software Xcalibur, software LC Solution 1.21 SP1, coluna de
guarda Drop-in Hypersil ODS C18 (LUNA), LC-20AT HPLC (Shimadzu), coluna
analitica Prep-ODS Coluna C18 (Shim — Pack).
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4.2. COLETA DO VEGETAL

Folhas de Syzygium cumini (figura 6A) foram coletadas na estrada AM-010, Km
26, sentido Itacoatiara-Manaus (3°03°48.50” S; 58°37°14.01” O), para o preparo de
extrato bruto e Oleos essenciais. As coletas foram realizadas de uma Unica arvore, as
07h30 a cada dois meses para analise da variacdo sazonal do rendimento e constituintes
quimicos dos 6leos essenciais. As folhas foram coletadas no periodo em que a planta
possuia inflorescéncia, frutos e sem frutos (figura 6B) com o objetivo de avaliar o efeito

da sazonalidade no rendimento do 6leo essencial.

As folhas frescas (3000 g) foram particionados em duas partes no qual 2000 g
foi para extracdo de 6leo essencial de folhas frescas e 1000 g passou por um processo de
secagem em estufa de ar circulante a 40 °C por um periodo de 72 horas para obtencao
de folhas secas.

4.3. EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais das folhas frescas da mesma &rvore foram obtidos por
hidrodestilacdo do material fresco (1000 g) realizando-se extracfes em duplicata em
aparelho de Clevenger (6 h). O material seco (350 g) foi extraido em duplicata em
aparelho de Clevenger (6 h). As folhas foram colocadas inteiras dentro do baldo de
destilacdo juntamente com 7,0 litros de 4gua. Em seguida, foram centrifugados por 10
minutos a 3500 rotacBes por minuto (rpm), para separacdo e retirada da agua onde o
6leo essencial obtido é menos denso que a agua. Os 6leos essenciais obtidos foram
mantidos em frascos ambar tampados sob refrigeracdo até o momento de serem
analisados. Os rendimentos obtidos dos 06leos essenciais foram calculados baseados no
volume obtido de 6leo essencial das folhas dividido pela massa de amostra utilizada
(v/m).

Figura 6- Folhas (A) e Inflorescéncia e frutos (B) de S. cumini.
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4.4. EXTRACAO E FRACIONAMENTO DAS FOLHAS DE S. cumini

As folhas frescas de S. cumini (2450,52 g) foram coletadas no dia 27/08/2013 as
07h30 para preparo de extrato bruto (figura 7). O material foi seco em estufa de ar
quente circulante a 40°C por 72 horas obtendo-se 920,10 g. Posteriormente, foi triturado
em moinho de facas, obtendo-se 897,77 g de material pulverizado. Foram utilizados
501,44 g de material para extracdo sob refluxo com etanol 70%. O sobrenadante foi
filtrado em sistema a vacuo obtendo-se um total 2500 ml de extrato bruto. O extrato foi
concentrado em rotaevapaorador a 45 °C para remocéo do etanol, obtendo-se 1000 mL
de extrato bruto, em seguida, 500 mL foi separado para fracionamento, que apés
concentrado em rotaevaporador obteve-se as frages hexanica (FHAZ) (2,00 g),
cloroférmica (FCAZ) (1,66 g), acetato de etila (FAAZ) (31,21 g), butandlica (FBAZ)
(4,05 g) e hidroalcodlica (FHAAZ) (6,52 g). Os 500 mL restante foi liofilizado obtendo-

se 47,40 g extrato bruto para estoque.

O fracionamento do extrato bruto (FAZ) (500 mL) foi realizado pelo processo de
particdo liquido-liquido utilizando solventes de polaridade crescente fazendo-se 4

extracdes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e butanol) (figura 7).
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Folhas frescas de

S.cumini 2450,52 g

Secagem em estufa de ar circulante 40°C e trituragdo em
moinho de facas

Folhas secas e trituradas
(AZ) 897,77 g

Folhas trituradas para
obtencdo do extrato
bruto de (AZ) 501,44 g

Extracdo sob refluxo com etanol 70 %.
Concentrado em rotaevaporador 45°C

Extrato bruto hidroalcoélico Extrato bruto Hidroalcodlico para
(AZ) 500,00 mL fracionamento (AZ) 500,00 mL
Liofilizagao Particéo liquido-liquido (hexano, cloroférmio,

acetato de etila, butanol e hidroalcéolica).

Extrato bruto (FAZ
( ) Concentrado em rotaevaporador 45°C

47,40 ¢

Liofilizacao

FHAZ 2,009 FCAZ 1,669 FAAZ 31,219 FBAZ 4,05¢ FHAAZ 6,529

Figura 7- Fluxograma da coleta e processamento do material vegetal, extrato bruto e fragOes de S. cumini (AZ).
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45. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA CARACTERIZACAO DE
FENOIS E TANINOS
15 mg de extrato e fracbes foram dissolvidos em 30 mL de metanol, gerando 6
solucgdes. Posteriormente, foram medidos com o auxilio de uma pipeta, o volume de 3
mL de cada solugéo para tubos de ensaio. Em seguida foram adicionados 3 gotas de
solugdo alcodlica de FeCl; a 1% a cada tubo de ensaio. Esses ensaios foram realizados
em triplicata, acompanhado pela comparacdo com os testes em branco (agua + solucéo
de FeCls). A coloragdo variando entre o azul e vermelho, € indicativo da presenca de
fendis, em comparagdo com o branco. Precipitado escuro de tonalidade azul indica
presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis), coloragdo verde indica presenca
de taninos catéquicos (MATOS 2009).

46. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA CARACTERIZACAO DE
TRITERPENOS E ESTEROIDES (LIEBERMAN-BURCHARD).

15 mg de extrato e fragdes foram dissolvidos em 30 mL de Cloroférmio,
posteriormente foram transferidos e filtrados em papel filtro. O material insolGvel de
cada amostra foi guardado em bequer e as solugdes geradas foram acondicionadas em
béqueres de 50 mL. Em seguida foi retirado 4 ml de cada solucdo, transferindo para
tubos de ensaio completamente secos. Em cada tubo foi adicionado 1 ml de anidrido
acetico e agitado suavemente. Em seguida, adicionou-se cuidadosamente, trés gotas de
H,SO, concentrado a cada tubo, tornando a agitar suavemente, esse procedimento foi
realizado em triplicata. O desenvolvimento de cores, que varia do azul evanescente, ao

verde persistente indica resultado positivo. (MATOS, 2009).

47. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA CARACTERIZACAO DE
SAPONINAS.

Em um béquer, foi dissolvido o residuo insoltvel do item 4.5 em 10 ml de agua
destilada. Apos filtragdo, foram transferidos 3 mL de cada solugéo para tubos de ensaio
0s quais posteriormente foram fortemente agitados por 3 min. A formacéo de espuma
abundante e persistente de dois a trés minutos é indicativo de resultado positivo. Esse
teste foi realizado em triplicata. Para confirmacgéo adicionou-se 2 ml de &cido cloridrico
concentrado ao filtrado e levou para banho-maria por 1h. Apos esfriar a temperatura

ambiente, a solugdo foi neutralizada com hidroxido de sodio 0,5
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N e apos filtracdo e agitacdo, observou-se a ndo formagdo de espuma e formacdo de
precipitado, sendo resultado afirmativo para saponinas (MATOS, 2009).

48. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA CARACTERIZACAO DE
ALCALOIDES.

15 mg de extrato e fragcGes foram dissolvidos em 20 ml de &cido sulfurico 1%.
Em seguida cada solucdo obtida foi levada para fervura por 2 min em placa aquecedora,
apos resfriamento a temperatura ambiente, cada solucéo foi filtrada através de funil com
papel de filtro diretamente para um tubo de ensaio. Distribuiu-se o volume obtido
igualmente em trés tubos menores e gotejou-se 3 gotas do reagente de Mayer ou de
Dragendorff. A formacdo de precipitado em dois dos trés tubos o teste é positivo para
alcaloides; (MATOS, 2009).

4.9. PROSPECCAO FITOQUIMICA PARA ANTOCIANINAS,
ANTOCIANIDINAS E FLAVONOIDES.

15 mg do extrato e fracGes foram dissolvidos em 60 mL de Metanol. Em seguida
foram transferidos 3 mL de cada solucdo para tubos de ensaio. Essa analise foi realizada
em triplicata. A solugdo do primeiro foi acidulado a pH 3 com é&cido cloridrico 0,1 N.
Em seguida as solugdes dos dois tubos restantes foram alcalinizadas a pH 8,5 e 11 com
hidroxido de sodio 0,1 N confirmando com papel indicador.

Os resultados sdo considerados positivos caso haja mudanca de coloracdo de

acordo com a tabela 2.

Tabela 2— Identificagdo dos constituintes em pH 3,8,5e 11

Constituintes — (_Zor € Me10 -
Acido pH 3 AlcalinopH 85  Alcalino pH 11
Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilas Azul Purpura
Flavonas, flavonois e xantonas -- -- Amarela
Chalconas e auronas Vermelha -- Vermelha purpura
Flavanonois Vermelha laranja

Fonte: Matos, 2009
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4.10. PROSPECCAO PARA LEUCOANTOCIANIDINAS, CATEQUINAS E
FLAVANONAS.

15 mg do extrato e fracGes foram dissolvidos em 40 mL de Metanol. Em seguida
foram transferidos 3 mL de cada solucdo para dois tubos de ensaios. Essas analises
foram realizadas em triplicata. Posteriormente a solugdo do primeiro tubo foi acidulada
com solugéo de HCI 0,1 N apH 2 e a solucdo do outro tubo foi alcalinizada a pH 11
com solucdo de NaOH 0,1 N. Aqueceu-se o0s tubos cuidadosamente com auxilio de bico
de bunsen durante 3 min. observando-se modificagdes nas coloracdes, de acordo com a
tabela 3.

Tabela 3— Identificagdo dos constituintes em pH 2 e 11

Cor em meio
Constituintes Acido pH 2 Alcalino pH 11
Leucoantocianidinas Vermelho -
Cate_quinas L Pardo amarela --
(taninos catéquicos)
Flavanonas -- Vermelho alaranjado

4.11. AVALIACAO EM PLACAS CROMATOGRAFICAS

Pesou-se 30 mg de extrato bruto e fracOes e dissolveu-se em 2 mL de metanol.
Em seguida 10 pL de cada solucdo foi aplicada em forma de banda em placas
cromatograficas de silica Gel 60 F254. Para determinacdo de terpenos foi utilizado
como fase mdvel uma solucdo cloroférmio e metanol (95:5) e revelado com vanilina
sulfarica (WAGNER, 2001).

Para deteccdo de flavonoides usou-se como fase mével butanol, &cido acético e
agua (BAW) (4: 1: 5), diclorometano: metanol (96: 4) e revelado com NP/PEG, em
seguida, a placa foi exposta a luz ultravioleta - UV em um comprimento de onda de 365
nm (WAGNER, 2001). Foram desenvolvidos também trés sistemas novos de eluentes
para os flavonoides glicosilados encontrados neste trabalho onde a fase mdvel foi
composta por Diclorometano: Acetonitrila: Agua: Acido acético glacial (DAAA) nas
seguintes proporgdes (55:70: 5: 1.3), (60: 60: 10: 1.3) e um sistema Diclorometano:
Acetona: Metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3).

Para determinacdo de compostos fendlicos utilizou-se como fase movel BAW
(4: 1: 5) e revelado com cloreto férrico 1% (GUIMARAES, 2005).
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4.12. IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES QUIMICOS DOS OLEOS
ESSENCIAIS

O oleo extraido foi submetido a analise em CG-EM em equipamento
SHIMADZU acoplado a um espectrometro de massas SHIMADZU QP2010. Para
cromatografia dos componentes foi empregada coluna DB-5MS, com 30 m x 0,25 mm,
espessura do filme interno de 0,25 pm. A identificagdo dos constituintes foi feita por
interpretacdo de seus respectivos espectros de massas, calculo do Indice de Kovat’s e
por comparacdo com dados da literatura (ADAMS, 2007). Para realizacdo dessas
analises, foi utilizado equipamento da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto-USP.

4.13. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.13.1. QUALITATIVO

15 mg de extrato e fraces foram dissolvidos em 2 mL de metanol. Em seguida
10 pL de cada amostra foram aplicados em forma de banda em placas cromatograficas
de silica Gel 60 F254 eluindo-se em BAW (4: 1: 5), DAAA (55:70: 5: 1.3), (60: 60: 10:
1.3), DAM (6,5: 1,5: 3) revelado com DPPH 0,2% em metanol e deixando-se a
temperatura ambiente durante 30 min. A atividade antioxidante (AA) é positiva quando
manchas amarelas sdo formadas a partir de branqueamento da cor purpura do reagente
DPPH. (Tepe et al., 2005).

4.13.2. QUANTITATIVO

As analise foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM
em Manaus sob supervisdo do professor Emerson Silva Lima, onde as solucBes de
amostras (1,0 mg / mL) foram diluidas até as concentragdes finais de 250, 125, 50, 25,
10 e 5 pg / mL, em etanol. 1 mL de uma solucdo de etanol a 0,3 mM DPPH foi
adicionado a 2,5 ml de solucdes de diferentes concentracdes da amostra, deixando reagir
a temperatura ambiente em uma camara escura. Apos 30 min, os valores de absorbancia
foram medidos em 518 nm em um detector multimodo DTX 800, em seguida foi
convertida a atividade antioxidante para percentagem (AA) com a seguinte formula:

(Ao—At)]

Atividade Antioxidante = 100[1 — ——
(Ao— 4p)

Onde :
Ao = Absorbancia inicial da amostra
A: = Absorbancia final da amostra
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AJ = Absorbancia inicial do branco

A? = Absorbancia final do branco

Etanol (1,0 ml) e solucéo de extrato da amostra (2,5 mL) foi usado como branco.
Solugdo de DPPH (1,0 ml; 0,3 mM) mais etanol (2,5 mL) foi utilizada como um
controle negativo. Os controles positivos foram aqueles que utilizam as solucdes
padrdo. Os valores de Clso foram calculados por regressdo linear de parcelas onde a
abscissa representa a concentracdo das amostras testadas e ordenada a porcentagem
média de atividade antioxidante de trés testes separados (MENSOR et al., 2001).

4.14. DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

Foram preparadas solugcdes das amostras e padrdo de &cido galico com
concentragOes de (1 mg/mL) dissolvidos em DMSO. 10 pL das amostras e do padréo de
acido galico, foram diluidos em 50 pL de reagente de Folin Ciocalteu 10 % e
acondicionados em micro placas, posteriormente foram incubadas em camara escura por
8 min. Em seguida, adicionou-se 240 pL de carbonato de sddio a cada amostra, sendo
incubada novamente por 3 min. A leitura foi feita em detector multimodo DTX 800 em
620 nm. Os resultados foram expressos em pg de &cido galico/mL conforme descrito
McDONALD et al., (2001) com modificacdes.

4.15. DETERMINAQAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Foram preparadas solugBes das amostras e padrdo de 4&cido galico com
concentracdes de (1 mg/mL) dissolvidos em DMSO. Adicionou-se 30 pL das amostras
e padrdo de quercetina, foram diluidas em 90 pL de etanol em micro placas, em seguida
foi feito a leitura no detector multimodo DTX 800 em 405 nm. Posteriormente
adicionou-se 6 pL de cloreto de aluminio, 6 pL de acetato de potéassio e 168 pL de
etanol incubado por 30 min em camara escura. A leitura final foi feita em 405 nm. Os
resultados foram expressos em pg de quercetina/mL, conforme descrito por CHANG et

al., (2002) com modificagdes.
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4.16. SEPARACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS POR
CROMATOGRAFIA EM CONTRA CORRENTE DE ALTO DESEMPENHO -
HPCCC (HIGH PERFORMANCE COUNTER CURRENT
CHROMATOGRAPHY)

A cromatografia preparativa foi realizada em equipamento de cromatografia em
contra corrente de alto desempenho modelo HPCCC Spectrum da Marca Dinamica
Extraccdo. O aparelho consiste em duas bobinas com colunas de 22 — 132 mL de
volume, com fluxo de injecéo variando de 0,5 — 10 mL/min., com uma carga maxima de
até 2 g/corrida, com uma velocidade de rotacdo de até 1600 rpm e com um tempo de
eluicdo de 20 minutos para um coeficiente de particdo de 1 mantendo-se a temperatura
em 30 °C. O HPCCC foi conectado a um Chiller da marca Lab Tec modelo Smart
H150-1500 mantendo a temperatura da &gua em 8 °C, com uma bomba da marca Alpha
onde o fluxo pode varia de 0-10 mL/min. Foram utilizados um detector de UV SPD-
M20A e um controlador CBM-20A da Marca SHIMADZU interligado a um
computador da marca DELL e um programa LC Solution 1.21 SP1.

A fracdo FAAZ foi escolhida para ser fracionada e purificada, pois apresentou
maior concentracdo de flavonoides (Tabela 17), menor valor de Clsp no ensaio de
atividade antioxidante e maior massa 31,21 g. O método utilizado foi de eluicdo por
gradiente em fase normal com os sistemas HEMWats e EBWats. Costa e Leitdo (2010)
descrevem que a presenca de flavonoides livres e glicosilados na mesma amostra
implica em uma situacdo ideal para o uso de eluicdo por gradiente com um sistema

solvente apropriado devido a grande diferenca de polaridade desses grupos.

Utilizou-se 20 mg de FAAZ para determinar quais os sistemas de eluicdo
HEMWats (hexano: acetato de etila: metanol: &gua) e EBWats (acetato de etila: butanol:
agua) que forneceriam melhor separacdo, conforme descrito tabela 4 (BERTHOD et al.,
2005.; GARRARD, 2005).

Os sistemas testados em bancada foram 8, 10, 14, 16, 17, 18, 20, 22, 24 e 26.
Recomenda-se escolher o sistema que ocorra a melhor separagéo entre as fases inferior
(1) e superior (S) (COSTA e LEITAO, 2010). Observou-se que a fase onde ocorre uma
melhor particdo € a partir do sistema 17, mas para confirmar a escolha do sistema 17 foi

utilizada CCD dos sistemas testados tanto a fase inferior como a fase superior (figura 8).
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Para primeira corrida no HPCCC, pesou-se 20 mg de amostra de FAAZ e diluiu-
se em 1 mL de fase inferior e superior na proporcéo de (1:1) do sistema HEMWat 17 da
Tabela 4 (hexano: acetato de etila: metanol: 4gua) (1: 1: 1: 1). Em seguida injetou-se 1
mL de amostra na coluna analitica para observar o comportamento da amostra. O fluxo
de injegéo foi de 1 mL/min., em fase normal com uma elui¢do gradiente onde utilizou-
se os sistemas 20, 18, 17, 16, 14, 13, 11, 10, 8 e 6, coletando-se 43 subfragcfes de acordo
com o espectro de absor¢do acompanhado nos comprimentos de ondas de 254 e 365 nm.
Visto o comportamento da fracdo FAAZ no equipamento, partiu-se para fazer uma
corrida preparativa pesando-se 301,3 mg e diluindo-se em 6 mL de fase inferior e fase
superior do sistema 17 na proporc¢édo de (1:1 v/v) onde preparam-se os sistemas 17, 15,
14, 13, 4 e 3 de acordo com a tabela 4, ap6s a corrida no HPCCC obteve-se 72
subfracdes. Com auxilio da CCD (figura 9), obteve-se o perfil das substancias presentes
na amostra,as quais foram reunidas conforme (figural0).

Tabela 4 -Sistemas HEMWats e EBWats.

Sistema Polaridade Hexano acetato de etila Metanol Butanol Agua
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Fonte: Berthold/Garrard (2005).
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Figura 8- Placa dos sistemas testados revelados com NP/PEG.

Figura 7- Cromatoplaca das subfracdes de FAAZ fracionada em HPCCC.

12 FAAZ
301,3 mg

Particdo liquido-liquido utilizando HPCCC sistemas
HEMWats e EBUWats reunido de 72 fragdes

FAAZ1 FAAZ2 FAAZ3 FAAZ4 FAAZ5 FAAZ6 FAAZ7
7,3mg 10,4 mg 1,4 mg 3,4mg 7,1 mg 5,6 mg 156,6 mg

Figura 8- Fluxograma de obtencdo das subfracdes de FAAZ por HPCCC.

Foram feitas novas injecGes de amostras aumentando a massa gradativamente
até quantidade maxima de solubilizacdo na fase movel e estacionaria, utilizando-se 1200
mg de FAAZ em 6 ml de solvente, observou-se que o perfil das amostras foi 0 mesmo

da analise anterior (figura 11).



Figura 9 - CCD de FAAZ de 1200,00 mg corrida em HPCCC.
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Depois de 12 injecGes de massas de FAAZ no HPCCC foi obtido 7,2515 g, ap0s

reunides das 844 subfracbes um total de 7 sub fracdes (figura 12). Os valores das somas

das subfragbes FAAZ1 a FAAZT7 totalizaram 6,7371 g 0 que corresponde a um

rendimento de 92,91%. As fracBes obtidas foram reunidas com o auxilio de CCD

(PAULLI et al., 2008), observando os grupos com os mesmos Rfs, coloracdo e qual tipo

de sistema de eluicdo em que foram coletadas as amostras, podendo ser visualizado na

figura 13.

Figura 10 - CCD de FAAZ de 1200,00 mg corrida em HPCCC.

FAAZ
7251,5 mg

Particdo liquido-liquido utilizando HPCCC sistemas
HEMWats e EBUWats reunido de 844subfracdes

FAAZ1
301,3mg

FAAZ2
145,6 mg

FAAZ3
125,9 mg

FAAZ4
183,0 mg

FAAZ5
21,0 mg

FAAZ6
2769,6 mg

FAAZ7
3263,2 mg

Figura 11— Fluxograma obtencéo das subfractes de FAAZ por HPCCC.
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Para separagdo das subfracdes obtidas foram desenvolvidos sistemas HEMWat
(tabela 5) e EBWat (tabela 6) modificados especificamente para as fragdes FAAZ3,
FAAZ4, FAAZS5 e FAAZGB, levando-se em conta a polaridade das fracGes em estudo.

Tabela 5 - Sistemas modificados HEMWats

Acetato
Polaridade Sistemas Hexano de Metanol ~ Agua
etila
14.1 0.8 2.2 0.8 2.2
© 14 1 2 1 2
‘g’ 14.3 1.2 1.8 1.2 1.8
£ 14.4 1.4 1.6 1.4 1.6
© 145 1.6 1.4 1.6 1.4
14.6 1.8 1.2 1.8 1.2
Tabela 6- Sistemas modificados EBWats
Acetato
Polaridade Sistemas de Butanol  Agua
etila
4.1 3.5 1.5 5
4.2 3.2 1.8 5
2 4 3 2 5
£ 3.1 2.8 2.2 5
= 3.2 2.4 2.6 5
3 2 3 5

Foi realizado nova injecdo no HPCCC da amostra FAAZ3 (1259 mg),
utilizando sistemas HEMWats modificados (17, 14.3, 14 e 14.1) de acordo com as
tabelas 4 e 5, para separar as substancias presentes nesta subfracdo, obtendo-se 8

subfracdes (figuras 14 e 15).

FAAZ 3
125,9 mg

FAAZ3a FAAZ3b FAAZ3c FAAZ3d FAAZ3e FAAZ3f FAAZ3g || FAAZ3h

25,3mg 2,5mg 1,5mg 3,4mg 5,8mg 27,7mg 6,2mg 20,5mg

Figura 14- Fracionamento da subfragdo FAAZ3
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Figura 15 - Cromatoplaca da subfracdo FAAZ3a a FAAZ3h eluida em diclorometano:

acetona: metanol (DAM)(6,5: 1,5: 3) e revelada com NP/PEG.

A amostra FAAZ4 foi injetada novamente no HPCCC utilizando-se sistemas
HEMWats modificados (17, 14.3, 14 e 14.1) obtendo-se 9 subfrac6es (figuras 16 e 17).

FAAZ4
183 mg

FAAZ4a FAAZ4b FAAZ4c || FAAZ4d FAAZ4e FAAZ4f FAAZ4g FAAZ4h FAAZ4i

29,3mg 4,3mg 6,2 mg 9,4mg 29,4mg 40,4mg 21,5mg 3,9mg 20,0mg

Figura 16- Fracionamento da subfracdo FAAZ4
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Figura 17 - Cromatoplaca das subfragdes FAAZ4a a FAAZA4i eluida em diclorometano:

acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) e revelada com NP/PEG.

A amostra FAAZ5 foi injetada novamente no HPCCC, utilizando os sistemas de
eluicdo HEMWats e EBWats modificados (17, 14.3) e (4.1) respectivamente de acordo

com a tabela 5 e 6. Foucault (1994) descreve que em um sistema de solvente gradiente
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é interessante realizar elui¢cbes na fase normal, elevando a quantidade de butanol no
sistema de solvente, pois ocasiona fortes variaces na fase organica, mas tem um menor
impacto sobre a fase aquosa facilitando assim a extragdo de compostos mais polares.

Foram obtidas 3 subfracdes, podendo ser visto nas figuras 18 e 19.

FAAZ5
21 mg
FAAZ5a FAAZ5b FAAZ5¢c
1,8 mg 18,5 mg 0,7 mg

Figura 18- Fracionamento da subfracdo FAAZ5

5a 5b 5¢

Figura 12 - Cromatoplaca das subfracdes FAAZ5a a FAAZ5c eluida em diclorometano:
acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) e revelada com NP/PEG.

A amostra FAAZ6 foi injetada novamente no HPCCC utilizando os sistemas
HEMWat (17) e o EBWat modificado (4.1 e 3.4) de acordo com as tabelas 5 e 6. Foram
obtidas 8 subfraces (figuras 20 e 21).
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FAAZ 6
2284,3 mg
FAAZ6a FAAZGb FAAZ6C FAAZ6d FAAZ6Ge FAAZG6f FAAZ6Bg FAAZ6h
34,9 mg 464,7 mg 1332,9 mg 269,2 mg 65,7 mg 40,1 mg 17,8 mg 33,5mg

Figura 13 - Fracionamento da subfracdo FAAZ6

6a 6b 6c 6d 6e 6f 69 6h

Figura 14 - Cromatoplaca da subfracdo FAAZ6a a FAAZ6h eluida em diclorometano:
acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) e revelada com NP/PEG.

4.17. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE
MASSA - CL/IEM

As amostras foram analisadas usando um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) da Thermo Scientific, composta por uma bomba quaternaria
com um desgaseificador, um compartimento de colunas termostatizado, um amostrador
automatico e um detector de matriz de diodo ligado ao LCQ Fleet espectrémetro de
WI,

electropulverizagéo ionizagdo aquecida. Foi utilizado para o controle do instrumento,

massa ion trap (Thermo Scientific, Madison, USA) equipado com
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aquisicdo de dados e analise de dados o software Xcalibur (versdo 2.2 SP1. 48) e
software LCQ Fleet (versdo 2.7.0.1103 SP1). As separacdes foram realizadas em uma
coluna Luna 5p C18 (2) de 100 A (150 x 4,6 mm).

A Anélise CLAE/DAD-EM foi realizada no laboratorio da central analitica do
departamento de quimica da UFAM-Manaus em fase reversa, protegida por uma coluna
de guarda Drop-in Hypersil ODS C18, (10 x 4,6 mm, tamanho de particula 3um). O
volume de amostra injetado foi de 10 pL. O sinal foi monitorizado a 254, 272, 294, 308
e 360 nm. A temperatura da coluna foi mantida a 25 °C, os compostos separados foram
detectados no comprimento de onda de 272, 294, 308 e 360 nm e cada espectro foi
registrado on-line dentro da gama de 100-1000 nm. O espectrometro de massa foi
operado num modo negativo e positivo. Parametros IQPA foram como se segue: a fonte
de tensdo de 4,00 kV, tensdo no capilar 35,00 V, a tensdo da lente do tubo 85,00 V,
temperatura capilar de 240 °C, O fluxo de gas na bainha (He) 35 e o fluxo de gas
auxiliar (N;) 10 (unidades arbitrarias). Espectros EM foram adquiridos pela aquisi¢cdo
completa em gama 150-700 m/z. Para o estudo de fragmentac&o, foi realizada por meio
da implantacdo da colisdo-dissociagdo induzida (CID). A energia de coliséo
normalizada de dissociacdo foi induzida por colisdo (CID) a célula foi fixada em 35 eV.
Um programa de gradiente linear foi usado com um fluxo de 1,0 ml / min, utilizando
como fase movel agua ultrapura eluente A (4gua) e eluente B (Metanol), a curva
gradiente foi 0-20 min de 30-100 % (B), 20-30 min de 100% (B), 30-36 min 100 - 30%
(B), 36-46 min 30% (B).

4.18. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM
DETECTOR "PHOTODIODEARRAY" — CLAE / DAD

O método analitico para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é
composto por aparelho LC-20AT Shimadzu (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japéao)
equipado com controlador de sistema CBM-20A, detector SPD-M20A UV-vis, bomba
LC- 6AD, auto injector SIL 20A, desgaseificador DGU-20A5, e estacdo de trabalho
Shimadzu LC-solucao.

Todas as fragbes obtidas na CCC e CLAE foram analisadas em aparelho
Shimadzu LC-20AT HPLC e coluna analitica Shim — Pack Prep-ODS Coluna C18 (4,6
mm DI x 250 mm, tamanho da particula 5 um) mantida a 28 "C. O sistema de eluicéo foi

realizado no modo de gradiente em modo reverso, o eluente (A) formado pela mistura
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Metanol: Acetonitrila na proporcdo de (75 %: 25 %) respectivamente e eluente (B)
constituido de agua ultra pura acidificada com &cido férmico a pH 2 com um fluxo de
1,0 mL / min e injecdo de 10puL da amostra. Todas as amostras da fracdo FAAZ, foram
analisadas em um sistema gradiente como se segue: 0-1 min (25% de A), 1-3 min (25-
55% de A), 3-6 min (55-60% de A), 6 -7 min (60-95% de A), 7-9 min (95-99% de A),
11-18 min (100 % de A) 18 -34 min (100% de A) 34 — 38 mim (100 -25% de A) e 38 -
45 min (25% de A). O comprimento de onda do detector foi regulado para 254 e 364

nm.

A anélise de CLAE/EM possibilitou verificar a presenca de vérias substancias
iguais em diferentes subfracdes, mostrando que ndo estavam isoladas. Foram feitas
reunides de algumas subfracbes para isolamento da fracdo em acetato de etila - (IFAAZ)

das substancias em CLAE/DAD apresentadas conforme tabela 7.

Tabela 5- Reunido subfracbes de FAAZ oriundas da pré-purificacdo do HPCCC.

Novo codigo ) Massa
Reunido das subfractes de FAAZ
subfracGes (mg)
IFAAZ1 FAAZ3d + FAAZ3f + FAAZ4c + FAAZ4e + FAAZAf + FAAZ4g 128,6
FAAZ3e + FAAZ3g + FAAZ3h + FAAZ4d + FAAZ4h + FAAZ4i +
IFAAZ?2 43,7
FAAZ5a + FAAZ5c
IFAAZ3 FAAZ5b 18,5
IFAAZA FAAZ6a 34,9
IFAAZS FAAZ6h, FAAZ6C, FAAZ6d 2066,8
IFAAZ6 FAAZ6e + FAAZ6f 105,8

IFAAZT FAAZ3a + FAAZ3b + FAAZ3c + FAAZ3g+ FAAZ3h+ FAAZ4a +FAAZ4b 62.9

Através das injegBes no CLAE- DAD em coluna semi preparativa em fase
reversa em sistema por gradiente descrito acima, foram obtidas 10 subfracbes
possivelmente isoladas da fracdo em acetato de etila-(IFAAZ), (IFAAZla, IFAAZ2a,
IFAAZ3a, IFAAZ4a, IFAAZSa, IFAAZGa IFAAZTa, IFAAZBa, IFAAZ9a, IFAAZ10a)
podendo ser visulaizadas na Figura 22. Foi observado na placa cromatografica
separagdo de algumas substancias possivelmente isoladas (figura 22). Foram
desenvolvidos dois sistemas novos de eluicdo para flavonoides glicosilados e livres,
propostos atraves dos resultados obtidos na CLAE/EM. O novo sistema de elui¢do foi
capaz de separar as substancias que eluiam juntas no topo da placa (figura 22), sendo

possivel observar que a subfracdo IFAAZla estd possivelmente isolada e as outras
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subfracdes apresentaram misturas de flavonoides livres e glicosilados (figura 23) e suas
massas foram IFAAZla (29,4 mg), IFAAZ2a (18,1 mg), IFAAZ3a (22,5 mg), IFAAZ4a
(10,1 mg), IFAAZ5a (6,6 mg), IFAAZ6a (16,0 mg), IFAAZ7a (14,9 mg), IFAAZ8a
(14,6 mg), IFAAZ9a (9,4 mg) e IFAAZ10a (17,2 mg). Essas amostras foram enviadas
para analises de RMN de *H e **C para confirmacéo e identificacdo das substancias
propostas na tabela 22.

| R

la 2a 3a 4a 5a 6a7a 8a 9a 10a

Figura 22 - Cromatoplaca eluida em BAW (4:1:5) Subfraces IFAAZla — IFAAZ10a
revelada em NP/PEG
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Figura 23- Cromatoplacas das Subfragdes IFAAZ1la — IFAAZ10a eluidas nos sistemas 5
e 6, reveladas com NP/PEG.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S. cumini.
5.1.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL E EFEITO DA
SAZONALIDADE NO RENDIMENTO.
Os resultados dos rendimentos (%) obtidos no periodo avaliado podem ser vistos
na tabela 8.

Tabela 6- Rendimento de 6leo essencial de S. cumini (%).

, Rendimento
0
Ne° da Data Mas:s_a de folhas Vqumt_e de 6leo (%) Observacdes
Amostra Utilizadas (g) essencial (mL)
(VIM)
1 27/08/2013 2014,13 1,46 0,072 Sem frutos
2 17/10/2013 2113,35 1,69 0,080 Frutos verdes e
inflorescéncia
3 11/12/2013 2009,41 2.06 0,102 Frutos verdes
e maduros
4 18/02/2014 2006,04 1,73 0,086 Frutos maduros
25/04/2014 2000,94 1,44 0,072 Sem frutos
6 18/06/2014 2032,54 1,81 0,089 Sem frutos
7 23/08/2014 2055,82 1,75 0,085 Sem frutos
8 24/10/2014 2000,26 1,82 0,091 Frutos verdes e
inflorescéncia
9 05/12/2014 2035,04 2,65 0,130 Frutos verdes e

maduros

Pode-se observar que as amostras 2 e 8 foram as que apresentaram aumento no
rendimento de Oleo essencial no periodo avaliado que foi de 0,80 e 0,91%, o qual
coincidiu com o periodo onde a planta estava no inicio da inflorescéncia (tabela 8). Os
resultados de rendimento das amostras 3 e 9 de 0,102 e 0,130 % respectivamente foram
os maiores valores referentes ao periodo avaliado, correspondendo a época em que a
planta estava no inicio de amadurecimento de frutos. Ocorreu uma diminui¢do no
rendimento logo apds o periodo final de producdo de frutos e nas amostras seguintes

uma ligeira estabilizacdo no rendimento.

Estudos realizados por Saeb e Gholamrezaee (2012) demonstraram que 0
rendimento de 6leo essencial das folhas de Melissa officinalis foi afetado por diferentes
etapas de colheita, sendo que folhas coletadas antes e durante a floragdo forneceram os

melhores rendimentos. Os resultados de S. cumini sdo semelhantes com os dados
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obtidos por Saeb e Gholamrezaee (2012), pois ha um aumento no rendimento sempre no
periodo de inflorescéncia.

No trabalho de Shafi et al., (2002), o rendimento obtido de dleo essencial das
folhas de S. cumini coletadas em junho no estado de Kerala, sul da india foi de 0,04%
valor inferior aos obtidos neste trabalho em comparacdo como todos os valores do
periodo analisado. No estudo de Sobral-Souza et al., (2014) em que folhas de S. cumini
foram coletadas no Horto Botéanico de Plantas Medicinais do Laboratorio de Pesquisa
de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA) no estado do
Ceara as 09h30 min., o valor obtido de rendimento foi de 0,08% o que coincide com o
valor da amostra 2 deste trabalho mas o valores das amostras 3, 4, 6, 7, 8, e 9 foram
superiores aos valores relatados por Sobral-Souza et al., (2014), que demonstra que 0
horario de coleta, localizacdo geografica da planta, periodo da coleta e variacbes
sazonais e climéticas interferem no rendimento do 6leo essencial (SANGWAN et al.,
2001).
5.1.2 EFEITO DO REGIME HIDRICO E TEMPERATURA NO RENDIMENTO
DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S. cumini.

Verificou-se a relacdo do rendimento do 6leo essencial de S. cumini com o
volume de precipitacdo de agua na regido de Itacoatiara no periodo de 08/2013 a
10/2014, dados coletados do Instituto Nacional de Meteorologia- INMET (figura 24). A
analise do gréfico de rendimento de 6leo essencial x volume de precipitagdo (figura 24)
mostrou que em Fev/2013 e Fev/2014, Abr/2013 e Abr/2013, Jun/2013 e Jun/2014,
Ago/2013 e Ago/2014 ocorreu diminui¢do no rendimento do 6leo essencial enquanto 0s
volumes de precipitacdo aumentaram, fato observado também nos meses de Dez/2013 e
Dez/2014, em que ocorre uma diminuicdo dos volumes de precipitacdo e
consequentemente um aumento no rendimento do 6leo essencial, podendo sugerir que
este fendbmeno seja em decorréncia da diminuicdo do volume de precipitacdo, com
excec¢do nos meses de Out/2013 e Out/2014 onde ocorre um aumento de rendimento de
oleo essencial e um aumento do volume de precipitacdo. Essa variacdo do rendimento
em funcéo do regime hidrico pode ocorrer, pois Andrade e Casali (1999) mostraram que
0 estresse hidrico severo pode aumentar a concentracdo de 6leo essencial, no entanto, a
reducdo de biomassa verde leva a diminuicdo no teor de 6leo em plantas medicinais

principalmente  em relagio aos produtos do metabolismo  secundario,
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podendo variar bastante com o tipo, a intensidade e a duracdo do estresse, podendo

aumentar ou diminuir o teor de 6leos essenciais.
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Figura 24- Rendimento Oleo essencial (%) das folhas de S.cumini x Volume de
precipitacdo (mm)

Na figura 25 observa-se o resultado da influéncia da temperatura no rendimento

de o6leo essencial de S. cumini. Com o aumento da temperatura o rendimento de dleo

essencial de S.cumini aumenta também. Resultados semelhantes foram observados em

varias espécies de plantas onde parece aumentar o rendimento do 6leo essencial em

periodos de temperaturas mais elevadas, onde dias muito quentes ocasiona uma perda
excessiva destes metabdlitos (Telci et al., 2004).
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Figura 25 - Rendimento 6leo essencial (%) das folhas de S.cumini. x Temperatura
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5.1.3 COMPARACAO DO RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL ENTRE
FOLHAS FRESCAS E SECAS DE S. cumini.

Pode-se verificar na tabela 9 que a relagéo de rendimento entre folhas frescas e
secas em porcentagens foram 31,0, 60,6 e 68,3 % sempre em proporgdes menores para
amostras de folhas frescas (massa seca + agua) em todo periodo analisado. No estudo
feito por Borges et al., (2012) ha uma comparacdo entre as espécies Alfavaca, Orégano
e Tomilho, sendo que para Alfavaca e Tomilho, o valor de rendimento de 6leo
essencial foi superior nas amostras de folhas secas enquanto que na de orégano o valor
foi menor nas folhas secas. Segundo Bampouli et al., (2014) estes rendimentos podem
variar de acordo com as espécies. Estes valores relatados na literatura mostram que o
rendimento varia de espécie para espécie. Para S.cumini o rendimento do 6leo manteve-

se sempre maior para as folhas secas mesmo em periodos diferentes do ano.

Tabela 7 - Rendimento de 6leo essencial de folhas secas e frescas de S. cumini (%)

Massa de

Data folhas Volume de  Rendimento Folhas Umidade das
A 0, 0,
utilizadas(g) 6leo (mL) (VIM) (%) folhas (%)
18/06/2014 2032,54 1,813 0,089 Frescas
18/06/2014 351,60 0,455 0,129 Secas 51,63
23/08/2014 2055,82 1,750 0,085 Frescas
23/08/2014 259,08 0,560 0,216 Secas 60,36
24/10/2014 2000,26 1,820 0,091 Frescas
24/10/2014 346,13 0,992 0,287 Secas 69,69
5.1.4 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO

ESSENCIAL POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM).

A identificacdo das substancias presentes nos o6leos essenciais que foram
extraidos no periodo de Agosto de 2013 a Agosto de 2014 foi realizada por analise em
CG/EM, utilizando o indice de Kovats (I.K) e comparacéo dos espectros obtidos com 0s
espectros de massa de cada substancia conforme descrito por Adams (2007). Segue
férmula de célculo do 1.K.

- Indice de Kovats

ty — t
IKy = 100n + 100 X = )
Onde, (tn+1 - t‘l’l)
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IKx = indice de Kovats (1K)
tx = tempo de retencdo da Substancia analisada
tn = tempo de retencdo do hidrocarboneto padrdo de menor cadeia que elui antes da
substancia analisada
th+1 = tempo de reten¢do do hidrocarboneto padrdo de maior cadeia que elui depois da
substancia analisada
n= ndmero de atomos de carbono do padrdo de menor cadeia que elui antes da
substancia analisada

A figura 26 mostra o cromatograma do 06leo essencial das folhas de S. cumini

coletada em 17/10/2013. A anélise do cromatograma, junto com célculo do indice de
Kovats, espectro de massas e comparacao com dados da literatura permitiram identificar
37 substancias. Na figura 27 mostra outro cromatograma de 6leo essencial de S. cumni

coletadas em 18/06/2014, onde foi detectada a presenga de 22 substancias.
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Figura 26- Cromatograma obtido por CG/EM do 6leo essencial de S. cumini

(17/10/2013).
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Figura 27 - Cromatograma obtido por CG/EM do 6leo essencial de S. cumini
(18/06/2014).

Os resultados da composicdo quimica das substancias majoritarias dos 6leos
essenciais de S. cumini obtidos no periodo de Agosto/2013 — Agosto/2014 esta
apresentado na tabela 10 em ordem crescente de tempo de retencdo das substancias.



Tabela 8- Area (%) das substancias majoritarias do 6leo essencial das folhas de S. cumini no periodo de 2013-2014.
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27/08/13 17/10/13 11/12/13 18/02/14 25/04/14 18/06/14 23/08/14 Sgg&g;- Dias et Craveiro
l., t al., Kl, Kl

N°  Substancia area % area % area % area % area % area % area % (gt)ilzi,) (2%13) ((319%2) b
1 a -pineno 28,87 17,99 28,33 56,14 47,41 39,40 40,32 30,04 31,85 30,10 931 939
2 Canfeno 1,07 0,45 0,63 1,02 1,23 1,28 1,15 1,17 1,56 - 947 954
3  p-pineno 4,35 10,24 9,83 13,89 7,40 5,01 6,74 8.26 5,57 2050 976 979
4 B -mirceno 3,63 3,79 3,92 2,98 3,84 3,67 3,27 2,78 2,98 - 987 990
5 p-cimeno 0,81 0,37 0,45 1,04 0,89 0,85 0,74 0,38 - - 1023 1024
6 Limoneno 7,65 3,94 4,73 7,14 7,32 7,67 7,50 6,52 4.47 8,50 1027 1029
7 (2) g - Ocimeno 18,23 23,92 23,40 nd 14,63 17,98 17,10 26,85 28,98 950 1033 1037
8 (E) g - Ocimeno 6,55 8,1 6,40 nd 2,66 459 414 11,13 11,717 9,00 1043 1050
9 a-terpineol 7,05 5,15 6,78 5,63 5,38 6,47 6,09 0,56 4,00 - 1194 1188
10 nggﬁ? de 2,45 0,57 0,60 0,98 1,42 1,82 1,57 1,31 1,34 2,20 1281 1289
11  Trans-cariofileno 6,54 12,38 6,44 1,95 3,15 4,63 5,24 2,10 5,02 250 1413 1418
12 o-humuleno 3,3 5,57 3,13 1,24 1,72 2,48 2,77 1,17 2,50 2,80 1449 1454

Oxido de
13 ariofileno 1,34 1,14 0,49 5,94 1,27 1,19 1,35 - - - 1574 1583

Total 91,84 93,61 95,13 97,95 98,32 97,04 97,98 92,27 9998 85,10

K1, — Indice de Kovats Calculado
Kl, — Indice de Kovats Literatura (Adams, 2007)

Nd — N&o detectado
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Na figura 28 podemos observar a variacdo das substancias « — pineno e canfeno.

Area (%)
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Figura 28- Area (%) de « — pineno e canfeno.

O a — pineno € a substancia com maior porcentagem em area dentre aquelas
identificadas no 0Oleo essencial das folhas de S. cumini durante o periodo de avaliacdo,
com excecdo do més de Outubro de 2013, onde o majoritario foi Z-g-ocimeno. O
canfeno tem o mesmo comportamento do o — pineno quanto a variacdo da sua
composicdo no periodo de Agosto/2013 a Fevereiro/2014 ocorrendo uma mudanca de
comportamento apenas nos meses de Abril /2014 e Junho de 2014, este fato pode ser
devido a substancia precursora na rota Biosintética (figura 29) das duas substancias, 0 «
— terpenil. O valor minimo de canfeno foi de 0,45 % em &rea no periodo de Outubro de
2013 e seu valor maximo 1,28% em éarea foi em Junho/2014. Resultados apresentados
da substancia canfeno por Sobral-Souza et al., (2014) 1,17 %, Dias et al., (2013) 1,56%
demonstram que o efeito da sazonalidade influencia na % em érea. Segue espectro
obtido por CG/EM do « — pineno (figura 30) e canfeno (figura 31). O ion molecular do
a — pineno [CyoH1s + H'] m/z = 137, fragmentos [CoH13'] m/z = 121 e o pico base

[C7Hg"] m/z = 93 referentes & perda de trés radicais metilas.
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Figura 29- Rota da biossintese do « — pineno e f — pineno, fonte: Dewick 2002.
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Figura 15 - Espectro de massas e estrutura do canfeno

Os valores de area de o — pineno variaram de 17,99% em 10/2013 e maximo de
56,14% 02/2014. No trabalho de Sobral-Souza et al., (2014) o valor de area de o —
pineno foi de 30,04 % e no estudo de Dias et al., (2013) foi de 31,85%. No estudo
realizado com Oleo essencial das folhas de S. cumini por Craveiro et al., (1982) o valor
de area de a — pineno foi de 30,10% e na andlise da composi¢do do 6leo essencial do
fruto de S. cumini de Vijayanand et al., (2001) o percentual de « — pineno foi de 4,56%.
A diferenca entre os valores obtidos e os da literatura séo devidos aos fatores tais como,
temperatura, regime hidrico, condi¢des climaticas e geograficas, estagio vegetativo,
radiacdo solar, partes das plantas e a sazonalidade que podem influenciar na composicéo
quimica do bleo desta espécie (LAHLOU, 2004).

Os resultados de area do f - pineno e £ - mirceno tiveram variagdes durante o
periodo analisado, entre 4,35 - 13,89% para o S — pineno, entre 2,98 — 3,92% para o f3 -
Mirceno conforme tabela 10. O valor maximo de g - pineno 13,89 % obtido neste
trabalho é inferior ao relatado por Craveiro et al., (1982) 20,50% e superior em relacéo
ao de Sobral-Souza et al., (2014) 8,26%. O valor f - mirceno 3,92 % é maior do que oS
valores apresentados por Sobral-Souza et al., (2014) 2,78 %. Os resultados obtidos
mostram que uma mesma planta produz quantidades diferenciadas de metabdlitos
secundarios, mesmo sendo da mesma parte da espécie, que nos casos dos trabalhos
apresentados sdo das folhas de S. cumini, s6 que coletadas em regides diferentes e
mesmo neste trabalho onde as folhas foram coletadas da mesma planta s6 que em

periodos diferentes apresentaram variagdo no teor (%) dos seus constituintes.
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O (Z2) p — ocimeno e (E) g — ocimeno, ndo foram detectados em Fevereiro/2014
(figura 32). No 0leo essencial de Lippia alba, Barros et al., (2009) ndo foi detectada a
presenca de (E) S - Ocimeno no periodo de Janeiro e Julho do ano de 2005, sendo
encontrado apenas nos meses de abril e outubro de 2005. Possivelmente a ndo detecgédo
dessas substancias em fevereiro/2014 seja em fungdo da maior quantidade de
precipitacdo na regido que foram de 348 mm em Fevereiro e 486 mm em margo/2014.

Segue espectros de massas do (Z) g — Ocimeno ( figura 33) e (E) f — Ocimeno (figura
34).
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Figura 32 - Area (%) do (Z) S - ocimeno e (E) f - ocimeno do 6leo essencial de S.
cumini no periodo de Ago/2013 — Ago/2014.
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Figura 33 - Espectro de massas e estrutura do (Z) S - ocimeno
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Por serem isdmeros o (Z) fp - ocimeno e (E) S - ocimeno apresentaram as
mesmas variacbes no decorrer do periodo avaliado. Sobral-Souza et al., (2014)
encontraram valores de area 26,85% para (Z) S - ocimeno e 11,13% para (E) f —
ocimeno, enquanto Craveiro et al., (1982) obteve 9,00 % de (Z) S - Ocimeno e 9,50%,
de (E) g - ocimeno. Os valores encontrados neste trabalho em outubro/2013 sé&o
inferiores 23,95% de (Z) S - ocimeno e 8,1 % de (E) f - ocimeno em relacéo ao trabalho
de Sobral-Souza, mas sdo maiores do que valores encontrados por Craveiro et al.,
(1982), demostrando que o efeito da sazonalidade influencia nos valores em % em area
dessas substancias. Os maiores valores dessas substancias foram encontrados em
outubro/2013. Dados estes devem estar associados ao periodo da coleta das amostras,

periodo que o volume de precipitacdo foi o0 menor (apenas 7 mm).

5.1.5 COMPARACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL
DE FOLHAS FRESCAS E SECAS DE S. cumini.

O « - pineno permanece sendo o0 composto majoritario presente no éleo essencial
de S. cumini (tabelal0), mesmo apGs passar por processo de secagem para eliminagdo
da &gua das folhas. Observa-se que o aumento da composicao do « - pineno em folhas
secas segue uma porcentagem constante de aproximadamente 15% a mais em relacdo a
folhas frescas nos dois resultados analisados (tabela 11). Em rela¢do ao f — pineno, no
o0leo essencial das folhas secas ocorreu uma diminuigdo de aproximadamente 30% em
relacdo as folhas frescas, provavelmente pelo fato do o — pineno e £ - pineno serem
obtidos pela mesma via metabdlica (figura 36). O contrario ocorre no estudo de Orio et
al., (2012) com oleo essencial de Mentha. spicata L. onde o valor de area de a - pineno
nas folhas frescas foi de 4,0% e ocorreu aumento para 7,4% em folhas secas. Em
relacdo ao S — pineno o valor de area obtido no 6leo essencial de folhas frescas foi de

7,2% e ocorreu um aumento no 6leo essencial das folhas secas para 10,8%.



Tabela 9 - Area (%) das substancias majoritarias do 6leo essencial de folhas frescas e secas de S.cumini.

Jun/14 Ago/14

Secas Frescas Secas Frescas Kl Ki
N° Substancia area % area % area % area % ’ °
1 o-pineno 46,34 39,40 47,78 40,32 931 939
2 Canfeno 2,19 1,28 1,57 1,15 947 954
3 S -pineno 3,54 5,01 3,59 6,74 976 979
4 [ - mirceno 2,50 3,67 2,49 3,27 987 990
5 p-cimeno 1,20 0,85 0,75 0,74 1023 1024
6 Limoneno 11,10 7,67 8,11 7,50 1027 1029
7 (Z2) p-ocimeno 11,01 17,98 13,49 17,10 1033 1037
8 (E) p - ocimeno 3,55 4,59 4,49 4,14 1043 1050
9 a-terpineol 6,98 6,47 4,90 6,09 1194 1188
10 Acetato de bornila 2,10 1,82 1,41 1,57 1281 1289
11 Trans-cariofileno 2,82 4,63 3,96 5,24 1413 1418
12 a-humuleno 1,71 2,48 2,28 2,77 1449 1454
13 Oxido de cariofileno 1,27 1,19 0,87 1,35 1574 1583

Ki, - Calculado
Kip, — Literatura (Adams, 2007)
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No mesmo estudo com 6éleo essencial de Mentha piperita L., os valores de area
de a — pineno e £ - pineno foram menores nas folhas secas sendo 7,7% e 5,2% para 0 «
— pineno e 9,0% para o S - pineno nas folhas frescas e secas, respectivamente. No
estudo de Teles et al., (2013) com dleo essencial das folhas frescas de Mentha villosa,
os valores de area de a — pineno (0,77%) e S — pineno (1,07%) foram menores que
aqueles obtidos com 6leo essencial de folhas secas naturalmente o — pineno (1,33%) e S
— pineno (1,47%) e secas artificialmente o — pineno (0,87%) e f — pineno (1,07%) de
amostras coletadas na cidade de Cruz das Almas do estado da Bahia. A metodologia
aplicada para secagem natural consistiu em colocar as folhas bem espalhadas em
bandejas na sombra e o método artificial foi aplicado um desumidificador (capacidade
de circulacdo de 500 m*) numa sala com temperatura e umidade controlada.

As substancias g - pineno, - mirceno, (Z) S - ocimeno, trans-cariofileno e a-
humuleno apresentaram o mesmo comportamento nas duas analises realizadas, onde os
valores em folhas frescas sdo maiores que nas folhas secas ndo sendo afetado pelo
periodo da coleta. Abaixo segue 0s espectros obtidos do 6leo essencial de folhas secas
de g — pineno (figura 35), # — mirceno (figura 36), trans-cariofileno (figura 37) e a-

humuleno (figura 38).
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Figura 35 - Espectro de massas do £ - pineno
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Figura 36 - Espectro de massas do £ - mirceno
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Figura 37 - Espectro de massas e estrutura do trans-cariofileno
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Figura 38 - Espectro de massas e estrutura do a-humuleno

Em relacdo as substancias canfeno, p-cimeno (figura 39) e limoneno (figura 40)

os valores sdo maiores nas folhas secas ndo sendo afetados pelo periodo da coleta.
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Figura 40 - Espectro de massas e estrutura do limoneno
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Para as substancias (E) f - ocimeno, a-terpineol (figura 41) e acetato de bornila

(figura 42) o periodo da coleta afetou os valores em relagdo as folhas secas e frescas

ocorrendo inversdo do maior constituinte dependendo do periodo.
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Figura 41 - Espectro de massas e estrutura do a-terpineol
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Figura 42 - Espectro de massa e estrutura do acetato de bornila

Os valores de area de trans-cariofileno foram maiores em folhas frescas do que

nas secas. No trabalho de Bampouli et al., (2014) com 6leo essencial de Pistacia

lentiscus os valores foram o inverso, em folhas frescas 5,03% e em folhas secas 6,32%.

Sharopov et al., (2012) analisou a composicdo quimica do 6leo de Mentha

longifolia e o valor de a-humuleno foi menor (0,20%), que os valores encontrados neste

estudo, onde os valores variaram de 2,48 a 2,77%.
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Na figura 43 verificam-se as estruturas das substancias majoritarias obtidas do
6leo essencial das folhas de S. cumini.
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Figura 43 - Substancias majoritarias do 6leo essencial das folhas de S. cumini.
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5.2 FITOQUIMICA

5.2.1. RENDIMENTO DE EXTRATO BRUTO E FRACOES

O rendimento (m/m) do extrato bruto (FAZ) e das fragdes hexanica (FHAZ),
cloroférmica (FCAZ), acetato de etila (FAAZ), butandlica (FBAZ) e hidroalcdlica
(FHAAZ) podem ser vistos na tabela 12. A prospeccao fitoquimica do extrato bruto e
fragdes de S.cumini buscou investigar as principais classes de metabolitos secundarios
presentes nesta espécie. O fracionamento do extrato bruto das folhas de S. cumini com
solventes de polaridade crescente resultou na separacdo de classes de metabdlitos

secundarios de acordo com sua afinidade com o solvente utilizado.

Tabela 10 - Rendimento do extrato bruto e fracbes

Cdédigo da Amostra Rendimento (%)
FAZ 11,06
FHAZ 4,40
FCAZ 3,65
FAAZ 68,68
FBAZ 8,91
FHAAZ 14,35

Os resultados do fracionamento mostra que os maiores rendimentos foram
obtidos nas fragbes mais polares, sendo a fragdo FAAZ de maior rendimento.
Resultados obtidos por Ruan et al., (2008) em folhas de S.cumini foram diferentes dos
obtidos neste trabalho, pois, obteve-se rendimento em maiores quantidades na fragéo
hidroalcoolica (37,33%) e na fracdo hexanica (24,67%).

5.2.2 FITOQUIMICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DAS FOLHAS DE

S. cumini.

5.2.2.1. REACOES CROMATICAS EM TUBOS
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5.2.2.1.1 TESTE PARA FENOIS E TANINOS

Neste teste o extrato bruto (FAZ) e fracbes (FAAZ, FBAZ, FHAAZ)
apresentaram resultados positivos para taninos pirogalicos, pois houve formacdo de
precipitado escuro de tonalidade azul o que indica a presenca de taninos pirogalicos
(MATQOS, 2009). A fragdo FBAZ apresentou resultado positivo para taninos
flobabénicos, formando precipitado de coloragcdo verde (MATOS, 2009). As fracOes
FHAZ e FCAZ apresentaram resultado negativo (tabela 13).
Tabela 11- Testes para fendis (fen) e taninos (Tan)

Amostra FAZ FHAZ FCAZ FAAZ FBAZ FHAAZ
Resultados + - - + + +
Classe fen nd nd tan fen tan

nd = n3o detectado

5.2.2.1.2. TESTE PARA ANTOCIANIDINAS, ANTOCIANINAS E FLAVONOIDES.

Os resultados para antocianinas e antocianidinas estdo representados na tabela
14. O extrato FAZ e fracbes FAAZ, FBAZ e FHAAZ apresentaram mudanca de
coloragdo em pH 8,5 em comparagdo com o branco da amostra nos testes cromaticos
para antocianidinas, antocianinas o que demonstra a presenca dessas substancias
(Matos, 2009).
Tabela 12 - Teste para antocianinas e antocianidinas

Antocianinas e Antocianidinas
Amostras

pH 3 pH85 pH11

FAZ - + -
FHAZ - - -
FCAZ -
FAAZ -
FBAZ -

FHAAZ -

+ + +
1

5.2.2.1.3. TESTE PARA FLAVONA, FLAVONOIS E XANTONAS.

Nos testes realizados para flavona, flavonois e xantonas, os resultados foram
positivos, pois houve mudanca de coloracdo com presenca da coloracdo amarela nos

pHSs testados, sendo positivo para estes constituintes (Matos, 2009).
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O extrato FAZ e fragdes FAAZ FBAZ e FHAAZ apresentaram mudanca de
coloracdo em pH 11, sendo detectada a cor vermelho pdrpura que € indicativo da
presenca de chalconas e auronas (Matos, 2009).

Os flavonois foram detectados no extrato FAZ e fracbes FAAZ, FBAZ e
FHAAZ em pH 11, apresentando coloracdo vermelho laranja, pois de acordo com
Matos (2009) esta coloracdo € indicativa da presenca destes constituintes.

522.14. TESTE PARA LEUCOANTOCIANIDINAS, CATEQUINAS E
FLAVANONAS.

Segundo Matos (2009), a presenca de catequinas € indicada pelo surgimento da
cor pardo-amarelada. O extrato e fracdes testadas ndo desenvolveram a coloragédo
amarelo-claro, sugerindo que o teste é negativo para este constituinte.

Os resultados de cores observadas nas andlises para a presenca de
leucoantocianidinas ¢ indicada pelo desenvolvimento de coloracdo vermelha em pH 2,
apos aquecimento (Matos, 2009). Os resultados demonstraram a presenca dessa classe
de constituinte quimico no extrato FAZ e fracbes FAAZ, FBAZ ¢ FHAAZ com
coloragéo vermelha em pH 2.

O extrato FAZ e fracbes FAAZ, FBAZ e FHAAZ apresentaram coloragéo

vermelho-intenso em pH 11, sugerindo a presenca de flavanonas.

5.2.2.1.5. TESTE PARA ESTEROIDES E TRITERPENQOS

Foi observada mudanca de coloragdo no extrato FAZ e fracbes FAAZ, FBAZ e
FHAAZ para verde evanescente (Matos, 2009) que € indicativo da presenca de
esteroides livres. As fragcbes FHAZ e FCAZ apresentaram coloracdo parda indicando a
presenca de triterpenoides pentaciclicos livres, (Matos, 2009) conforme tabela 15.

Tabela 13 - Teste para Triterpenos e esteroides

Amostra Triterpenos Esteroides
FAZ - +
FHAZ + -
FCAZ + -
FAAZ - +
FBAZ - +

FHAAZ - +
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5.2.2.1.6. TESTE PARA SAPONINAS

O resultado do teste de saponinas foi positivo para o extrato FAZ e fragdes FCAZ,
FAAZ, FBAZ e FHAAZ, pois houve formacdo de espuma persistente e abundante por
mais de trés minutos. Durenta o teste confirmativo (hidrolise &cida) ndo houve
formacdo de espuma quando agitado, além disso, foi observada a presenca de

precipitado, devido a quebra da ligacdo da aglicona com a parte apolar (Matos, 2009).

5.2.2.1.7. TESTE PARA ALCALOIDES

O extrato FAZ e fracdes FAAZ, FBAZ e FHAAZ apresentaram indicativos da
presenca de alcaloides. Quando adicionadas 3 gotas de reagente Dragendorf ocorreu a
formacgéo de material floculoso pesado em pelo menos dois tubos da mesma fracéo
(Matos 2009).

5.2.2.2. CCD
5.2.2.2.1. TESTE PARA TERPENOS

Foram obtidos perfis cromatograficos em CCD utilizando cromatoplacas contendo
gel de silica para o extrato bruto etandlico (FAZ) e fracdes (FHAZ), (FCAZ), (FAAZ),
(FBAZ), (FHAAZ). Os terpenos foram detectados em todas as amostras testadas, o qual
pode ser visualizado na figura 44, apresentando manchas violeta, vermelha e marrom
(Wagner, 2001).

Figura 44 - Cromatoplaca para Terpenos eluida em BAW (4: 1: 5) revelada com
Vanilina Sulfurica.
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5.2.2.2.2. TESTE PARA FLAVONOIDES

O teste para flavonoides em CCD foi realizado utilizando-se NP/PEG como
revelador. O extrato FAZ e as fracbes FAAZ, FBAZ e FHAAZ apresentaram manchas
de cor amarela, verde claro e azul, que sdo caracteristicas de flavonoides (Wagner,
2001). Além disso, foram observadas manchas fluorescentes de cor azul e verde
brilhante, sugerindo a presenca de outras substancias fenolicas.

Soni et al., (2011) e Ruan et al., (2008) encontraram taninos, alcaloides,
flavonoides, glicosideos e fitosterois no extrato etanolico das folhas de S. cumini. Brito
et al., (2007) encontraram taninos e flavonoides e Mahmoud et al., (2001) encontraram
uma mistura de polifendis dentre os que se destacaram foram os flavondis glicosilados e

acidos fenolicos. Portanto os resultados obtidos estdo de acordo com dados da literatura.

5.2.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
OLEO ESSENCIAL, DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
SUBFRACOES DAS FOLHAS DE S. cumini.

5.2.3.1. TESTE QUALITATIVO

5.2.3.1.1. EXTRATO BRUTO E FRACOES

A atividade antioxidante (AA) foi determinada por meio do teste qualitativo
segundo método de Tepe et al., (2005). O resultado de AA mostrou que tanto o extrato
bruto como as fragdes de S. cumini apresentaram atividade antioxidante frente ao radical
DPPH, principalmente as fracdes FAAZ, FBAZ E FHAAZ, ocorrendo aparecimento de

manchas amarelas nas cromatoplacas depois de 30 min.

5.2.3.1.2. SUBFRAQOES DE FAAZ

Foi realizado teste qualitativo em 7 subfracbes obtidas do fracionamento por
HPCCC da fragdo FAAZ, o qual pode ser visto na figura 45. O resultado de AA
mostrou que as subfracbes FAAZ3, FAAZ4, FAAZS5 e FAAZG6 apresentaram atividade
antioxidante frente ao radical DPPH, sendo possivel visualizar manchas amarelas apds

30 min.
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Figura 45 - Teste qualitativo de atividade antioxidante subfracées FAAZ — DPPH

Foi realizado o teste qualitativo de atividade antioxidante (AA) em CCD eluida
em diclorometano: acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) das subfracbes obtidas da
subfragdo FAAZ3 obtidas por nova injecdo no HPCCC utilizando os sistemas HEMWat
(17, 14,6, 14,3, 14 e 14,1) obtidas conforme fracionamento demonstrado na figura 14
(pagina 45). As amostras FAAZ3c, FAAZ3d, FAAZ3e, FAAZ3f e FAAZ3h
apresentaram atividade antioxidante, sendo as amostras FAAZ3c, FAAZ3d, FAAZ3f
mais ativas.

Foi realizado o teste qualitativo de atividade antioxidante para as subfragdes
obtidas da subfracdo FAAZ4 em CCD eluida em diclorometano: acetona: metanol
(DAM) (6,5: 1,5: 3) das subfracGes obtidas da subfragdo FAAZ4 obtidas por nova
injecdo no HPCCC utilizando os sistemas HEMWat (17, 14,6, 14,3, 14 e 14,1) obtidas
conforme fracionamento demonstrado na figura 16 (pagina 46). As subfracdes FAAZA4c,
FAAZAd, FAAZ4e, FAAZAT, FAAZ4g, FAAZ4h e FAAZAi apresentaram atividade
antioxidante, sendo as amostras FAAZ4c, FAAZAd, FAAZ4e, FAAZAf, FAAZ4g e
FAAZA4i as mais ativas.

Foi realizado o teste qualitativo de atividade antioxidante em CCD eluida em
diclorometano: acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) das subfragdes obtidas da
subfracdo FAAZS5. Foi feito nova inje¢cdo no HPCCC utilizando os sistemas HEMWats
(17, 14,6, 14,3, 14 e 14,1) obtidas conforme fracionamento demonstrado na figura 18
(péagina 47). As amostras FAAZ5a e FAAZ5b apresentaram atividade antioxidante.

Foi realizado teste qualitativo de atividade antioxidante em CCD eluida em
diclorometano: acetona: metanol (DAM) (6,5: 1,5: 3) das subfragdes obtidas da
subfracdo FAAZ6. Foi feita nova injecdo no HPCCC utilizando os sistemas HEMWat
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(17) e EBWat (4.1 e 3.4) obtidas conforme fracionamento demonstrado na figura 20
(pagina 48). As subfracbes FAAZ6a, FAAZ6b, FAAZ6e, FAAZ6d, FAAZGe, FAAZ6T,
FAAZ6g e FAAZGh apresentaram atividade antioxidantes, sendo observado que todo
radical DPPH aplicado na cromatoplaca foi consumido.

Foi realizado teste qualitativo de atividade antioxidante em CCD eluida em
CH,Cl,: ACN: H,O: HAc (60: 60: 10: 1.3), das subfracbes IFAAZla, IFAAZ2a,
IFAAZ3a, IFAAZ4a, IFAAZ5a, IFAAZ6a, IFAAZ7a, IFAAZ8a, IFAAZ9a e
IFAAZ10a podendo ser visualizado na figura 46, onde todas as substancias

apresentaram atividade antioxidante.

Figura 16 - Atividade antioxidante das IFAAZla — IFAAZ10a

5.2.3.2. TESTE QUANTITATIVO

5.2.3.2. 1. OLEO ESSENCIAL

Foi realizado teste para determinacdo da atividade antioxidante (AA) do oleo
essencial de S. cumini com amostras de periodos diferentes do ano. Os resultados
podem ser vistos na tabela 16.

Tabela 14- AA de 6leo essencial S. cumini, n=3.

% inibigdo . <
Data DPPH Desvio padrao
27/08/2013 39,56 +1,15
17/10/2013 39,67 + 0,56

11/12/2013 39,06 + 0,59
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Os resultados obtidos de inibicdo de DPPH nas amostras de 6leo essencial no
periodo avaliado se mantiveram constante, mesmo com a composicdo das substancias
majoritarias variando no periodo avaliado conforme tabela 9. Os resultados obtidos sdo
inferiores a 50% 0 que mostra baixa atividade de inibicdo frente ao radical DPPH.
Djouahri et al., (2015) analisou atividade antioxidante do 6leo essencial de Tetraclinis
articulata e obteve valores de Clsp de 88,44 + 3.27 a 119.44 + 5.25 pg/mL, devido a
presenca de timol e carvacrol na composicdo do Oleo essencial. Estas substancias ndo
foram detectadas no 6leo essencial de S. cumini. Segundo Politeo et al., (2011), o 6leo
essencial de Pinus nigra Arnould ssp. dalmatica apresenta baixa atividade antioxidante
devido a presenca dominante de monoterpenos e auséncia de grupos fendlicos que séo
responsaveis pelo grande efeito do sequestro de radical DPPH, como é o caso do dleo
essencial de S. cumini. Adiguzel et al., (2009) analisou 6leo essencial de Nepeta cataria

e 0 mesmo ndo foi ativo, devido a auséncia das substancias 1,8-cineol e linalol.

5.2.3.2. 2. EXTRATO BRUTO E FRACOES
Baseado nos resultados obtidos nos testes qualitativos, foi realizado o teste
quantitativo pelo método de inibicdo do radical DPPH (Mensor et al., 2001) onde 0s
resultados de inibicdo de radical DPPH e o valor de Clso podem ser vistos na tabela 17.
Tabela 15 — Inibig&o de radical DPPH do Extrato Bruto e Fragdes S. cumini

Amostras % inibicao Clsoug/mi)
FAZ 66,34 + 2,11 9,87 +0,18
FHAZ 69,66 + 1,91 64,07 + 3,19
FCAZ 66,28 + 0,04 65,17 + 3,33
FAAZ 87,71 +0,15 9,40 + 0,40
FBAZ 89,72 + 0,04 10,17 + 0,12
FHAAZ 88,53 + 0,24 10,70 + 0,36
Acido Galico 93,45 + 0,57 3,20 + 0,46

Os valores de Clso das fracGes polares foram préximos ao valor do padrdo de
acido galico. Quando comparados o valor de Clsy do extrato bruto de S.cumini com
resultado encontrado no trabalho de Mensor et al., (2001) do extrato padronizado de
Ginkgo biloba (Clsp = 40,72 +0,19 pg/mL), verifica-se que o valor de Clsy do extrato
bruto de S. cumini é quatro vezes menor, o que indica que tem boa atividade
antioxidante, confirmando as observacGes do teste qualitativo. No trabalho de Ruan et
al., (2008) com folhas de S.cumini os valores de Clso (ug/mL) foram: extrato bruto
(125+ 7,55), fracdo hexanica (479,56 + 9,31), fracdo cloroférmica (149,33 + 4,43),
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fracdo em acetato de etila (112,79 + 2,51), fragdo hidroalcéolica (150,66 + 6,95) e em
comparagdo com os padrdes de vitamina C (71,30 + 1,66) e hidroxianisol butilada
(BHA) (114.69 + 1.95) os valores de Clso do extrato bruto e de suas fracdes sdo maiores
do que os encontrados neste trabalho. Benherlal (2007) comparou a atividade
antioxidante de diferentes partes do fruto de S.cumini e os resultados estdo apresentados
na tabela 18. Os valores de Clso obtidos para extratos e fragdes encontrados neste estudo
das folhas de S. cumini (FAZ, FAAZ, FBAZ e FHAAZ) sdao menores que os valores
encontrados por Benherlal (2007) com polpa e semente 0 que representa uma boa
atividade antioxidante. O valor de Cls da fragdo FAAZ (9,40 £ 0,40 pg/mL) foi menor
que o valor obtido por Chatterjee et al., (2012) no estudo da atividade antioxidante e
antidiabética da fracdo em acetato de etila do extrato hidrometandlico da semente de S.

cumini onde o valor do Clsq foi de 10,46 pg/mL de atividade antioxidante.

Tabela 16 — AA dos frutos de S. cumini Clso(pug/mL) - Benherlal (2007)

Amostras Clsoqugmi)
Polpa 158,05
Nucleo 8,6+3

Semente 48,09

Acido Galico 1,3+0,05
Quercetina 24+23
Trolox 43+1
Catequina 6,0+ 0,2

Os resultados obtidos e a literatura mencionada anteriormente mostram que em
diferentes partes de S. cumini, Clso da atividade antioxidante tem valores diferentes, e
que a referida atividade deve-se provavelmente a presenca de flavonoides totais (FLT) e
fendis totais (FET) como pode ser visto pelos resultados obtidos na tabela 19. Os
maiores valores de FLT estdo nas fragcbes polares (FAAZ, FCAZ e FHAAZ),
confirmando os melhores resultados de atividade antioxidantes destas fragcdes conforme
tabela 19. O resultado da prospeccédo fitoquimica mostrou a presencga de flavonoides e
fenois totais, onde de acordo com Barreiros et al., (2006) os flavonoides atuam como

agentes antioxidantes devido ao poder de oxidacdo dos mesmos.



Tabela 17 - FET e FLT no extrato bruto e fragGes de S. cumini.

FET FLT

Amostras (g Acido Galico/ml) (g Quercetina/ml)
FAZ 174,18 £ 0,78 25,42 +0,40
FHAZ 155,49 + 3,17 3,43 £ 3,57
FCAZ 57,63 + 0,65 12,20 + 3,30
FAAZ 63,19 £ 0,33 71,25 +£0,42
FBAZ 254,26 + 3,36 63,64 £ 0,84
FHAAZ 246,41 + 4,31 45,42 + 2,37
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5.2.3.2.3. SUBFRAQOES DE FAAZ
Os resultados do teste quantitativo de atividade antioxidante das subfracdes da
fracdo acetato de etila podem ser observados na tabela 20. Todas as subfracdes testadas

apresentaram atividade antioxidante.

Tabela 18 - Atividade antioxidante, Clsy e Concentracdo de FET e FLT das
subfracdes de FAAZ

o FET FLT
mostras % AA Clsp pg/mL (ug Acido (Hg
Galico/ml) Quercetina/ml)
84.00 £
FAAZ3 PT 2213112 11164%121  7,12%569
FAAZA4 8‘8‘;‘? 860+026 26259+078  271+228
FAAZ5 8%’1? 1417+060 216,86+040 4,51+ 3.70
FAAZ6 722’%31i 287+125 590,64+162  144+0,70

Foi feito o teste quantitativo para flavonoides totais e fenodis totais para estas
subfracdes. Os resultados mostram a presenca dos grupos fenolicos assim como 0s
flavonoides nas subfracdes avaliadas, o qual pode justificar os valores de atividade
antioxidante e o Cls, da tabela 20.

5.3. PROPOSTA DE IDENTIFICACAO DAS SUSBTANCIAS POR
CLAE/EM

Os resultados obtidos na analise de CLAE/EM das subfracdes FAAZ3b,
FAAZ3c, FAAZ3d, FAAZ3e, FAAZ3f, FAAZ3g, FAAZ3h, FAAZ4b, FAAZAc,
FAAZA4d, FAAZ4e, FAAZAf, FAAZAg, FAAZ4h, FAAZ4i, FAAZ5a, FAAZ5b,
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FAAZ5c, FAAZ6a, FAAZBb, FAAZ6c, FAAZ6d, FAAZ6Ge, FAAZ6T, podem ser
observados na tabela 21 a qual mostra as substancias propostas.

Os resultados obtidos na CLAE-EM possibilitou propor a identificacdo de
compostos fendlicos, flavonoides livres e glicosilados nas fracdes analisadas, resultando
num total de 36 substancias, sendo possivel propor através da comparagdo dos tempos
de retencdo, comprimento de onda e fragmentacdes descritas nas referéncias. N&o foi
possivel propor a identificacdo das substancias de nameros 1, 2, 9, 12, 16, 19, 20, 21,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 sendo possivel apenas sugerir que algumas séo
derivadas de compostos fenolicos, pois seriam necessarios outros métodos analiticos,
tais como de RMN de **C e 'H para elucidago das suas estruturas. As substancias 1 e 2
mostraram espectros de massas (figura 47 e figura 48, respectivamente) similares e
espectros de absorcdo de luz UV na mesma regido, mas tempos de retencao diferentes
1,23 e 1,36 min, respectivamente. O ion precursor das duas substancias foi [M - H] m/z
373 podendo ser atribuido a um derivado do &cido géalico ligado a um grupo glicosil
acilado, apresentando uma fragmentacdo nas duas substancias de [M — H- 204] m/z 168
carateristico desse grupo e como pico base [M — H- 260]" m/z 113 para substancia 1 e
um pico base de [M — H- 204] m/z 168 para substancia 2 sugerindo que s&o substancias
isoméricas pertencente a classe dos compostos fendlicos (Greco e Bruno, 2008). A
substancia 12 foi detectada no cromatrograma (figura 49) com tempo de retencéo 8,88
minutos apresentando espectro de massas (figura 50), com fragmentacdo caracteristica
de flavonoides glicosilados com ion precursor [M - H]" m/z 553, pico base [M — H-62]
m/z 491 e um pico em [M — H - 174] m/z 317 fragmento este correspondente a massa de
um acucar acil glicosil pertencente aos grupos das pentoses e aglicona remanescente
corresponde a ion molecular derivado da miricetina (Greco e Bruno, 2008) apresentando
absorcdo de luz UV nos comprimentos de ondas 206, 254, 352 e 395 nm (figura 51)

caracteristicos das flavonas e flavondis (figura 52) (Merken e Beecher, 2000).
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Tabela 19 - Substancias propostas encontradas em folhas de S. cumini realizada em equipamento CLAE-DAD-IQPA/EM modo de ionizacdo negativo 35 eV.

Namero Tempo Substancias lon Pico Fragmentacdes (%) Comprimento Referéncias
da de Propostas Molecular Base de onda
Substancia retencdo [M-H] Amax (nm)
1 1,23 Néo identificada 373 168  373(19,65), 317(8,22), 304(82,12), 250(10,79), 249(18,63), 233(20,91), 204
220(35,00), 219(38,90), 171(9,81), 168(100), 113(88,44) e 109(11,85)
2 1,36 Nao identificada 373 113 373(16,25), 317(9,67), 304(81,25), 249(14,38), 233(16,45), 220(24,30), 206
219(32,99), 171(16,68), 168(65.36), 167(13,04), 113(100)
3 1,57 Acido Caféico 179 179  161(6,33), 135(4.02), 113(68,06), 109(7,22) 203, 282 Saldanha et al., 2013.
4 1,68 Metil miricetina 493 481  493(3,50), 483(24,52), 482(24,05), 481(100), 463(8,35), 331(45,22), 220,262,320 Gordon etal., 2011.
glicosidica 301(21,69), 193(15,14), 191(15,86), 179(11,77), 173(30,31), 169(13,59),
147(5,65)
5 1,69 Acido trans- 148 147  148(6,09), 147(100), 129(6,44), 113(63,64), 101(6,87) 207,273,285 Kivrak et al., 2013.
Cinamico
6 4,71 Metil galato 184 183  184(9,65), 183(100), 182(42,06), 173(6,58), 169(8,74), 125(5,23), 217,272 Santos et al., 2013.
113(10,54)
7 6,3 Acido galico 170 169  170(7,95), 169(100), 168(23,79), 125(12,92), 113(53,27) 213, 261 Herculano et al.,
2014.
8 6,97 Metoxi metil galato 198 197  198(9,49), 197 (100), 196(36,28), 169(6,51), 168(8,10), 125(6,94), 218,273 N. Nuengchamnong,
113(1,42) K. Ingkaninan, 2009
9 6,97 Nao identificada 565 537  565(9.29), 538(26,37), 537(100), 521(7,12), 331(2,01), 191(6,21) 214,272
10 7,01 Acido 154 153  154(8,33), 153(100), 152(22,43), 113(11,88) 109(23,35), 108(21,15) 208, 254,292 Santos et al., 2013
protocatecuico
11 7,84 Isdmero da 507 505 507(5,14), 506(29,17), 505(100), 373(14,86), 317(5,95), 233(16,90), 203,261,280 Fariaetal., 2011.

Miricetina 3-O- (3"-
acetil-raminosidico)

220(18,49), 219(40,12), 187(7,07), 179(5,59), 113(72,27)

Continua
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12

13

14
15

16

17

18

19

20

8,88

9,03

9,92
10,11

10,19

10,31

10,39

10,52

10,48

Nao identificada

Miricetina 3,4’-di-O-
o-L-
raminopiranosidico

Floridzina

Miricetina 3-O-(2”’-
acetil-raminosidico)

N&o identificada

Miricetina

Miricetina 3-0-(3”’-
acetil-raminosidico)

N&o identificada

Na&o identificada

553

609

436
507

419

318

507

551

419

491

463

435
505

417

317

505

343

401

553(24,05), 521(14,92), 492(23,32), 491(100), 483(12,86), 464(14,54),
463(62,99), 387(27,13), 373(7,27), 329(7,09), 317(7,51), 197(13,17),
113(11,49)

609(3,50), 465(5,08), 464(21,19), 463(100), 317(5,09)

436(19,15), 435(100), 273(10,22), 167(1,52), 113(1,42)

507(5,71), 506(20,32), 505 (100), 477( 0,56), 447 (0,50), 433(1,28), 317
(1,17), 316(2,67)

419(3,38), 418(22,03), 417(100), 401(2,96), 373,5(2,92), 317(1,18),

233(3,26), 220(4,99), 219(7,45), 181(3,92), 168(3,25), 151(1,14),
113(16,68)
318(13,1), 317(100), 316(4,63), 219(0,72), 179(1,83), 151(1,34),

137(0,80), 113(2,06)

507(5,47), 506(20,86), 505(100), 463(1,50), 433(0,22), 317 (1,56),
316(2,62)

551(4,89), 542(5,63), 541(13,91), 538(25,61), 521(6,06), 507(12,05),
491(34,23), 478(13,85), 477(57,62), 344(18,66), 343(100), 331(4,62),
328(7,30), 317(9,58), 151(2,03), 113(2,05)

417(7,52), 402(21,25), 401(100), 373,5(9,88), 233(11,61), 220 (16,68),
219(24,45), 113(48,71)

205, 260,
355, 396

213, 256, 352

204, 220, 284

209, 256,
302, 352,395

207

208, 253,
303, 373

210, 257,
352, 395

206, 248,
366, 396

206
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Braca et al., 1999.

Liang et al., 2015
Fariaetal., 2011

Faria et al., 2011.

V.K. Agnihotri et al.,
2008

continua
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

10,61

10,62

10,82

11,56

12,2

12,85

13,18

14,87

17,42

19,05

Nao identificada

Miricetina 3-O-(4"’-
acetil-raminosidico)

Miricetina acetil
-raminosidico
(isdbmero)

Mearnsetin 3-O-
(4°°-O-acetil)-a-L-
104_
raminopiranosidico
Galoil-glicosidico
ester

Hiperosideo

Isoquercetrina
N&o identificada

Na&o identificada

Nao identificada

543

507

507

520

332

463

463

373

835

490

343

477

505

519

331

301

329

343

471

487

543(13,36), 538(12,93) 491(12,88), 373,5(10,06), 344(16,78), 343(100),
328(5,72), 317(3,83), 261(4,99), 233(10,90), 220(11,40), 219(16,06),
113(38,07)

507(0,52), 506(2,06), 505(8,02), 483(0,89), 479 (5,12), 478(21,33),
477(100), 447(11,75), 331(6,92), 317 (0,83), 316(2,03),

507(5,35), 506(22,02), 505(100), 478(2,91), 477(13,56), 448(1,37),
447(6,37), 316(3,60),

522(16,85), 520(12,72), 519(100), 333(22,41), 331(5,27), 316(1,43),
219(1,23), 113(1,42)

332(19,19), 331(100), 316(4,19), 219(5,16), 113(13,66), 109(1,25)

463(2,93),
113(4,75)
463(1,60), 477(6,76), 331(4,38),
302(8,52), 301(55.52), 113(4,85)

447(4,17), 331(2,66), 302(14,73), 301(100), 179(0,98),

330(16,75), 329(100), 314(8,23),

373(5,57), 344(19,45), 343(100), 328(8,14), 304(3,13), 219(12,55),
168(2,81), 113(29,31)

836(22,98), 835(52,22), 834(14,85), 485(30,68), 473(14,00), 472(26,19),
471(100), 470(31,80), 459(12,32), 413(24,00), 220(10,18), 219(12,96),
113(30,19)

490(0,76), 488(26,52), 487(100), 219(2,05)

203, 245,
285,366

210, 263,
340,
395

209, 257,
304,
352, 395

204, 262,
302,
319, 335, 397

204, 248,
326, 365

204, 254, 365

205, 253,
366, 396
205, 285

207

207, 280
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Timbola et al., 2002

A.F. Faria et al.,
2011.

Mahmoud et al., 2001

A.F. Fariaetal.,
2011.

Anderson e
Markham, 2006.

Anderson e
Markham, 2006.
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31

32

33

34
35

36

20,76

22,05

22,06

25,15
26,58

29,54

Nao identificada

Nao identificada

Nao identificada

Nao identificada
Na&o identificada

Na&o identificada

342

700

701

343
955

955

341

350

621

255
283

473

342(18,59), 341(100), 304(4,08), 220(9,70), 219(10,03), 179(2,28),
168(7,15), 113(15,40)

700(9,13), 669(10,35), 668(38,26), 651(39,97), 621(80,66), 447(12,70),
351(27,64), 350(100), 219(10,06), 205(11,92), 113(6,18)

701(5,15), 700(18,83), 668(26,23), 667(26,53), 652(14,39), 651(44,44),
622(28,59), 621(100), 219(5,16), 205(10,34), 113(3,52)

343(9,79), 281(17,88), 256(16,45), 255(100), 143(7,98), 113(3,44)

955(3,30), 497(9,32), 284(19,10), 283(100), 255(15,67), 171(15,50),
143(14,50), 113(4,23)

474(30,64), 473(100), 205(6,62), 168(5,52), 113(3,40)

205

207

207

207
207

207
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A substancia 3 foi proposta como sendo o &cido caféico (figura 53), o qual apresentou pico base [M - H] m/z 179, fragmentacédo

caracteristica desta substancia (Santos et al., 2013). Estudos realizados por Saldanha et al., (2013) sobre a caracterizacdo de flavonoides e acidos

fendlicos em Myrcia bella Cambess, pertencente a familia das Myrtaceaes mostraram a presenca do acido caféico assim como no estudo feito por

Herculano et al., (2014) em extrato Hidroalcooolico de frutos de S. cumini apresentaram resultados de fragmentaces com ion precursor de m/z

179 e fragmento m/z 135 referente a perda 44u correspondendo a molécula de CO; e absorcao de luz UV na regido de 206 e 282 nm idénticos aos

encontrados neste trabalho.
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OH
Figura 23 - Estrutura do Acido caféico

A substéncia 4 foi proposta como sendo a metil miricetina glicosidica (figura54)
devido a presenca de ion precursor [M - H] m/z 493 e com fragmentos de ions m/z 481
correspondendo a perda de um radical metila e outra fragmentacdo [M — H-162]" m/z
331 caracteristico da perda de 162 u massa essa correspondente a quebra da ligacdo do
grupo glicosil com a aglicona. Gordon et al., (2011) em extrato de frutos de S. cumini

propos a presenca desta substancia com fragmentagdes iguais aos obtidos neste trabalho.

OH

OH

HO 0 on

9
OH O
HO
0
HO
oH CHs

Figura 24 - Estrutura da metil miricetina glicosidico

A Substancia 5 foi sugerida como sendo o acido trans-cindmico (figura 55), pois
o0 ion precursor foi de m/z 147 e absorcdo luz UV na regido de 273nm (Kivrak et al.,
2013).
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X OH

Figura 25 - Estrutura do &cido trans-cinamico

O metil galato (figura 56) foi proposto como sendo a substancia 6, o qual
apresentou ion precursor [M - H]" m/z 183 e fragmentos com [M — H - 15]" m/z 169
referente a perda de um radical metila e [M - H — 15 — 44] m/z 125 caracteristico da
perda de (CO,), assim com no estudo realizado por Santos et al., (2013) em que extratos
etandlicos obtidos de madeiras de Eucalyptus grandis, Eucalyptus urograndis e
Eucalyptus maidenii pertencentes a familia Myrtaceae apresentaram esta substancia.

0. _O
Xy CH,

HO OH

OH
Figura 26 - Estrutura do metil galato

A substancia 7 foi proposta como sendo o acido galico (figura 57) com ion
precursor [M - H]" m/z 169 e fragmento [M — H- CO,]" m/z 125 em decorrencia da
perda CO,, resultado semelhante ao encontrado no estudo de Herculano et al., (2014)
em extrato hidroalcodlico de frutos de S. cumini.

O§ OH

HO OH

OH
Figura 27 - Estrutura do &cido gélico
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A substancia 8 foi sugerida como sendo o metoxi metil galato (figura 58) com
pico base de [M - H]" m/z 197, com fragmentacfes [M — H-30]" m/z 169 referente a
(2CHj3) e [M — H-30-44] de m/z 125 caracteristico da perda de CO,, corroborando com
resultados obtidos por Nuengchamnong e Ingkaninan (2009) com vinho de frutos de S.
cumini comprados na cidade de Maehongson localizado no norte da Tailandia
produzidos em 2004 e analisados em 2006.

o) o)
Xy “CH,

H.C
>0 OH

OH

Figura 28 - Estrutura do metdxi metil galato

A substancia 10 apresentou como pico base [M - H]" m/z 153 que sugere que seja
0 &cido protocatecuico (figura 69) e fragmento [M — H-44] m/z 109, decorrente da
perda de CO, resultado este igual ao obtido por Santos et al., (2013) em madeira de

espécies de Eucalyptus.

O§ OH

HO
OH

Figura 29 - Estrutura do acido protocatecuico.

A substancia 11 foi proposta como sendo um isdbmero da miricetina 3-O- (3"-
acetil-rhaminosidico) (figura 60), com ion precursor [M - H]" m/z 507 e pico base m/z
505 e fragmento de [M — H-188] m/z 317 caracteristico da quebra do raminosideo

acilado da aglicona (Faria et al., 2011).
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OH
OH
HO O OH
7 ©
OH O
H,C O
HO OH
O
7j0
H,C

Figura 30 - Estrutura da miricetina 3-O- 3”’- acetil-raminosidica

A substancia 13 apresentou como ion precursor [M - H]" m/z 609 e
fragmentacbes [M — H-146]" m/z 463 e [M — H-146-146] m/z 317 caracteristico da
quebra de duas ligacfes de unidades raminosidicas de massa 146 com a miricetina [M —
H]" m/z 317 sugerindo a presenca da miricetina 3,4’-di-O-a-L-raminopiranosidico
(figura 61) substancia relatada no trabalho de Braca et al., (1999), o qual foi isolada do
extrato metandlico de partes areas da Licania heteromorpha var. heteromorpha coletada
na cidade porto Ayacucho, Venezuela no més de Julho de 1996.

oH,CHs

O0— OH

OH
@)
HO @) OH
I ©
OH @)

H;C O

HO OH

OH

Figura 31 - Estrutura da miricetina 3,4’-di-O-a-L-raminopiranosidico
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A substancia 14 foi proposta como pertencendo a classe das auronas evidenciada no
teste realizado de prospeccdo fitoquimica do item 5.2.2.1.2 deste trabalho, sendo sugerida
como floridzina (figura 62) a qual apresentou pico base [M - H]" m/z 436 e [M—-H-162]"
m/z 273 correspondendo a perda de uma unidade glicosidica ligada a aglicona. Liang et
al., (2015) analisou a fragcdo em acetato de etila de Malus doumeri e identificou esta
substancia através das técnicas de espectroscopia de massa de alta resolucdo por
ionizacdo de electropulverizacgdo e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.

OH

Figura 32 - Estrutura da Floridzina

A substancia 15 foi proposta como sendo a Miricetina 3-O-2’’-acetil-
raminosidica (figura 63) com pico base [M - H]" m/z 505 e fragmento m/z 317 [M - H-
188]" que corresponde a quebra da ligacdo da unidade raminosidica acetilada (146 + 42
u) ligada a aglicona. Faria et al., (2011) analisou extrato de frutos de S. cumini e
identificou esta substancia na sua composigéo.

OH
OH
I ©
OH @)
HsC @)
HO @)
OH //
RN
CH,

Figura 33 - Estrutura da miricetina 3-O- 2°’- acetil- raminosidica
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A substéncia 17 foi proposta como sendo a miricetina (figura 64) apresentando
pico base [M - H]" m/z 317 resultado igualmente encontrado no trabalho de Faria et al.,
(2011) em extrato metanolico de frutos de S. cumini.

OH
OH

HO O OH

0 OH
OH O

Figura 34 - Estrutura da miricetina

As substancias 18, 22 e 23 foram sugeridas com sendo os isdmeros da substancia
miricetina 3-O-2’-acetil-raminosidica (figura 63), pois possuem tempos de retencao
diferentes e fragmentacGes iguais, a diferenca é na abundancia relativa dos picos e na
absorcdo da luz UV em regiGes proximas. Para identificacdo destes isomeros é
necessario ser feita uma corrida cromatografica CLAE/DAD-EM comparando os dados
individuais dos tempos de retencdo dos seus padrGes e os comprimentos de onda
méaximos de UV (Greco e Bruno, 2008). Em geral, CLAE-DAD-APCI / EM nédo tem a
capacidade para identificar alguns isdbmeros, tais como as flavonas metoxiladas e as suas
fungBes metoxilo nas posicdes diferentes no anel A ou B além dos sacaridios isoméricos
dos flavonoides. Normalmente é necessario para identificar o ponto de ligacdo, padrdes
auténticos ou RMN. Assim as substancias 15, 18, 22 e 23 ja foram identificadas na
literatura. No trabalho realizado por Timbola et al., (2002) com folhas de S.cumini
coletadas na cidade de Floriandpolis no estado de Santa Catarina o isdmero miricetina
3-0-4’’-acetil-raminosidica (figura 65) foi identificado. No trabalho realizado por
Agnihotri et al., (2008) com flores de Nymphaea caerulea foi identificado na fracdo
acetato de etila o isébmero miricetina 3-O-3"’-acetil-raminosidica (figura 66). O
cromatograma dos isdbmeros derivados da miricetina 3-O-2"’-acetil-raminosidica (figura
67) evidencia tempos de retencdo diferentes nos espectros de massas das substancias 15,
18, 22 e 23 (figura 68) e os espectros de comprimentos de ondas UV destas substancias

estdo representados na figura 69.
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Figura 35 - Estrutura da miricetina 3-O- 4°’- acetil-raminosidica
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Figura 36 - Estrutura da miricetina 3-O- 3”’- acetil-raminosidica
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Figura 37 - Cromatograma dos isdmeros da miricetina 3-O- 2°’- acetil-raminosidica
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Figura 38 - Espectros de massas dos isdbmeros da miricetina 3-O- 2°’- acetil-raminosidica
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Figura 39 - Espectros em comprimentos de onda UV dos isdmeros da miricetina 3-O- 2”’- acetil-raminosidica
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A substéncia 24 foi proposta com sendo a mearnsetin 3-O-(4’’-O-acetil)-a-L-
1C,-raminopiranosidica (figura 70), apresentando pico base [M - H] m/z 519 e
fragmentos [M — H-188] m/z 331 correspondendo a quebra da ligacdo do grupo
raminosil acilado com a aglicona e [M — H-188 - 15]° m/z 316 referente a quebra do
grupo metila no anel B do aromético ligado ao carbono oxigenado na posicdo 4’ da
miricetina de acordo com o espectro de massa (figura 71) confirmado pelo espectro UV
(figura 72), corroborando com o resultado evidenciado no trabalho realizado por
Mahmoud et al., (2001) na identificacdo de flavonol glicosidico acilado em extrato de
folhas de S. cumini identificado por CLAE-DAD-ESI-EM e RMN 'H e *C .

OH
HO o) oH
i ©
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H5C O
HO o)
OH >¢O
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Figura 70 - Estrutura da mearnsetin 3-O-(4’’-O-acetil)-a-L-'C,-raminopiranosidica
(substancia 24).
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Figura 72 - Espectro de UV da mearnsetin 3-O-(4"’-O-acetil)-a-L-'C,-
raminopiranosidica (substancia 24).

O espectro de massas da substancia 25 apresentou pico base [M — H] m/z 331
caracteristico do galoil glicosidico (figura 73) e fragmentacdo [M — H-162] m/z 168
referente a quebra da ligacdo da glicose com a aglicona. Nuengchamnong e Ingkaninan
(2009) analisou vinhos produzidos de frutos de S. cumini e identificou por CLAE-EM
galoil glicosidico, também sendo identificado por Faria et al., (2009) o qual determinou
a identificagdo de compostos bioativos de S. cumini e a avaliagdo da capacidade
antioxidante de frutos maduros em diferentes condicGes de pH os quais foram colhidos
em 2008, obtidos diretamente de produtores da regido de Pelotas, Rio Grande do Sul.

As substancias 26 e 27 sdo sugeridas com sendo o hiperosideo (figura 74) e a
isoquercetrina (figura 75), substancias isoméricas (Andersen e Markham, 2006). Elas
apresentaram o mesmo ion precursor [M — H] m/z 463 e fragmentacbes [M — H-162]
m/z 301 (figura 76) correspondendo a quebra da ligacdo da glicose com a aglicona e
outra fragmentagdo com m/z 331. Estes isdmeros podem ser identificados pelos tempos
de retencdo e a intensidade das abundancias relativas (Figura 77) diferentes, pois para
identificacdo exata destas substancias deve-se fazer uma corrida em CLAE-DAD-EM
com seus respectivos padrdes e uma posterior analise de RMN segundo Greco e Bruno
(2008).
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Figura 73 - Estrutura do galoil glicosidico

HO
Figura 74 - Estrutura da isoquercetrina

HO
Figura 75 - Estrutura do hiperosideo
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Figura 77 - Espectros UV do hiperosideo (26) e da isoquercetrina (27)
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6. CONCLUSAO

Verificou-se que o periodo de coleta das folhas frescas e secas de S. cumini
influencia no rendimento do 6leo essencial, ocorrendo um aumento do rendimento
principalmente no periodo de inflorescéncia e producgéo de frutos.

Os fatores de sazonalidade tais como temperatura e volume de precipitacdo
afetam o rendimento de 6leo essencial das folhas frescas de S.cumini. Em periodos de
maiores temperaturas e baixo volume de precipitacdo ocorreu um aumento no
rendimento do 6leo essencial.

A composicdo quimica do dleo essencial de folhas frescas e secas de S. cumini
sofre variacbes nos valores de % em area das substancias majoritarias dependendo da
época em que forem coletadas, sendo 0 a—pineno a substancia majoritaria em quase
todos os periodos analisados e os valores de % em area de a—pineno em folhas secas foi
maior em comparagao as folhas frescas.

O dleo essencial de S. cumini apresentou baixa atividade antioxidante inibindo
39,43 % do radical DPPH.

O extrato bruto (FAZ) apresentou atividade antioxidante e o Cls, foi de 9,87 £
0,18 pg/mL frente ao radical DPPH. As fragdes FHAZ, FCAZ, FAAZ, FBAZ e FHAAZ
apresentaram atividade antioxidante e o valor de Clso da fracdo FAAZ (mais ativa) foi
de 9,40 £ 0,40 pg/mL.

Os resultados obtidos na analise de prospeccdo fitoquimica associado a analise
de CLAE/EM da fracdo FAAZ possibilitou detectar a presenca de 36 substancias das
quais 19 foram propostas as suas identificacfes, acido caféico (3), metil miricetina
glicosidica (4), &cido trans-Cinamico (5), metil galato (6), acido galico (7), metdxi metil
galato (8), acido protocatecuico (10), isbmero da miricetina 3-O-3"-acetil-raminosidico
(11), miricetina 3,4’-di-O-a-L-raminopiranosidico (13), floridzina (14), miricetina 3-O-
2”’-acetil-raminosidico (15), miricetina (17), miricetina 3-O-3"’-acetil-raminosidico,
miricetina 3-0-4’-acetil-raminosidico (18), isbmero miricetina acetil-raminosidico
(23), mearnsetin 3-0-4°’-O-acetil)-a-L-'C4-raminopiranosidico (24), galoil-glicosidico
ester (25), hiperosideo (26), isoquercetrina (27). E necessario analise de RMN de *H e
3C em 1D e 2D para confirmacéo dos resultados obtidos.

As substdncias propostas, 4&cido caféico, é&cido trans-cinamico, acdo

protocatecuico, miricetina  3,4’-di-O-a-L-raminopiranosidico, floridzina, galoil-
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glicosidico ester e hiperosideo estdo sendo propostas pela primeira vez em extrato de
folhas S. cumini.
As substancias encontradas demostraram, através do teste qualitativo possuir

atividade antioxidante frente ao radical DPPH.
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