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RESUMO

MONDO, Pamela Savi. Atividade antioxidante e caracterizagdo quimica do extrato
bruto e volatil das folhas de Echinodorus macrophyllus. 2021. 48 f. Trabalho de
conclusdo de curso (Bacharelado em Quimica) Universidade Tecnologica Federal do
Paranda. Pato Branco, 2021.

O Brasil € detentor de uma vasta biodiversidade, onde muitas plantas nativas séo
usadas empiricamente sem amparo cientifico na medicina popular. Dentre estas
plantas, destaca-se a Echinodorus macrophyllus, conhecida popularmente como
chapéu-de-couro, sendo esta, muito utilizada para tratamentos de doencas renais e
estomacais. Com o objetivo de aprofundar estudos sobre esta planta pouco relatada
na literatura e confirmar suas profilaxias, neste estudo foram realizados os ensaios
para determinar a composi¢cao quimica dos extratos fixo e volatil das folhas de E.
macrophyllus utilizando as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa. Ainda, o extrato fixo foi
avaliado quanto ao seu potencial antioxidante, por meio de métodos de sequestro de
radicais sintéticos e métodos de reducdo, e potencial antimicrobiano frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados obtidos
demonstraram um bom potencial antioxidante, destacando-se o ensaio de redugao do
ferro (FRAP), que apresentou um teor de 382,53mg FeSO4g' de folhas enquanto
que para o método ABTS obteve-se um valor de 159,30umol ET g-' de folhas. Até o
presente momento nao ha relatos sobre o ensaio ABTS em nenhuma planta do género
Echinodorus, destacando desta forma a importancia e relevancia deste trabalho. A
analise por CLAE confirmou a presenca do acido clorogénico e,por comparagao
dos perfis de absorcao e tempo de retencdo com trabalhos da literatura, a presenca
dos compostos isoorientina, swertiajaponin e vitexina-2-O-raminosideo. No extrato
volatil foram identificados os compostos fitol e sphatulenol, que sao reconhecidos por
suas atividades bioldgicas. A analise da atividade antimicrobiana do extrato bruto nao
apresentou potencial inibitorio frente aos microrganismos testados.

Palavras chave: Atividade antimicrobiana. Acido clorogénico. Fitol. Sphatulenol.



ABSTRACT

MONDO, Pamela Savi. Antioxidant activity and chemical characterization of the crude
and volatile extract of Echinodorus macrophyllus leaves. 2021. 48 f. Course completion
work (Bachelor of Chemistry) Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato
Branco, 2021.

Brazil holds a vast biodiversity, where many native plants are use empirically without
scientific support in popular medicine. Among these plants, Echinodorus macrophyllus
stands out, popularly known as leather hat, which is widely used totreat kidney and
stomach diseases. In order to deepen studies on this plant little reported in the
literature and confirm its prophylaxis, in this study, tests were carryout to determine
the chemical composition of the fixed and volatile extracts of E. macrophyllus leaves
using the techniques of high-performance liquid chromatography and gas
chromatography coupled with mass spectroscopy. Still, the fixed extract was evaluated
for its antioxidant potential, through synthetic radical scavenging methods and
reduction methods, and antimicrobial potential against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli microorganisms. The results obtained showed a good antioxidant
potential, highlighting the iron reduction assay (FRAP), which presented a content of
382.53mg FeSO4 g-1 of leaves, while the ABTS method obtained a value of 159,
30umol ET g-1 of leaves. So far there are no reports on the ABTS test in any plant of
the genus Echinodorus, thus highlighting the importance and relevance of this work.
HPLC analysis confirmed the presence of chlorogenic acid and, by comparing the
absorption profiles and retention time with studies in the literature, the presence of the
compounds isoorientin, swertiajaponin and vitexin-2-O-raminoside. In the volatile
extract, the compounds phytol and sphatulenol were identified, which are recognized
for their biological activities. The analysis of the antimicrobial activity of the crude
extract did not show inhibitory potential against the tested microorganisms.

Keywords: Antimicrobian activity. Chlorogenic acid. Phytol. Spathulenol
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1. INTRODUGAO

A histéria da evolugdo do homem foi marcada pela luta de sua sobrevivéncia,
tanto quanto individuo como espécie. A busca por suprir suas necessidades basicas e
assim garantir uma maior qualidade de vida para si e para sua prole, foi fundamental
para sobrevivéncia da espécie, como certamente contribuiu para a construgdo do
conhecimento sobre a natureza que o cercava. Tal conhecimento originou-se por meio
da casualidade, tentativas e observagdes, métricas pertencentes ao empirismo. A
origem do conhecimento do homem sobre asqualidades das plantas e seu uso
confunde-se com sua proépria historia (ALMEIDA, 2011).

A utilizacdo das plantas como base da dieta dos seres humanos é datada
desde o inicio da espécie, porém aos poucos, designamos fungées além de nutritivas
para elas, como matéria prima para roupas, ferramentas, objetos para rituais,
instrumentos musicais, moeda de troca e entre outros. A observacao empiricados
aspectos inerente de cada planta, como modificagcdo morfolégica e pigmentar ao longo
das estacdes do ano, crescimento, resisténcia a condi¢cdes climaticas, ingestdao por
outros animais, poder de regeneracao e outros podem ter contribuido,de forma
decisiva, para utilizacdo das mesmas em rituais de cura. Em funcdo disso,
praticamente toda a historia da cura encontra-se intimamente ligada as plantas e seus
efeitos no corpo humano.

No Brasil, o uso de plantas com intuito de cura era comum para os indios,
porem seu uso foi intensificado com os conhecimentos adquiridos com a vinda dos
europeus colonizadores, permitindo desta forma o desenvolvimento da fitoterapia.
Inicialmente a utilizacdo das plantas se dava de forma artesanal e rudimentar, com o
passar do tempo e com conhecimentos adquiridos, foi possivel o aprimoramento de
métodos para melhor aproveitamento das plantas (BRAGA, 2011).

A maior parte das plantas nativas brasileiras ainda sdo usadas empiricamente
sem amparo cientifico quanto a eficacia e seguranca, por falta de estudos mais
aprofundados. Isso demonstra uma lacuna entre a oferta de plantas e poucas
pesquisas desenvolvidas no Brasil, j4 que 0 mesmo possui uma enorme
biodiversidade (FOGLIO et al., 2006).

Dentre as plantas utilizadas empiricamente, destaca-se a Echinodorus

macrophyllus, conhecida popularmente como chapéu-de-couro, indicada para o
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tratamento de infecgOes urinarias, rins, problemas estomacais entre outras afec¢des
(VEIGA; RO; VEIGA, 2012). Além disso, suas folhas sao tradicionalmente utilizadas
devido suas propriedades hipotensivas e hiperlipidémicas (SANTOS et al., 2017).

O género Echinodorus é constituido por plantas aquaticas e pantaneiras,
sendo encontradas em areas alagadas da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. O autor
SILVA (2014) cita que poucos estudos fitoquimicos sobre a espécie foram realizados
até o presente, entretanto ja foram identificados alcaloides, glicideos, oleos
essenciais, acidos organicos, heterosideos e taninos. Comprovou-se a atividade
diurética, anti-inflamatoéria e antinecrotica tumoral de extratos das folhas de
E. grandiflorus (PRANDO et al., 2016). Assim como confirmou-se a atividade anti-
inflamatoria no extratos das folhas de E. macrophyllus (DA SILVA et al., 2016). Estas
informacdes revelam evidencias cientificas essenciais para o apoio do uso destas
plantas.

Devido as suas propriedades medicinais, a Echinodorus macrophyllus tornou-
se matéria prima para desenvolvimento de refrigerante, possuindo um sabor uUnico
extraido de uma erva tipicamente brasileira. A empresa ainda afirma que seu produto
possui baixissimo teor de sédio, o que torna seu produto ainda mais atraente.

Outra propriedade interessante de estudo atualmente tem sido a atividade
antioxidante de plantas, onde sao utilizados tanto na preveng¢ao quanto tratamento de
doencas. Os antioxidantes podem ser definidos como moléculas capazes de diminuir
ou até mesmo prevenir a oxidacao de outras moléculas e podem atuar em alimentos
ou em sistemas biologicos (BOROSKI et al, 2015). Existem diferentes métodos para
determinar a atividade antioxidante em extratos e substancias isoladas, onde o
método mais utilizado consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPH (SOUSA et al., 2007). O método DPPH,
juntamente com as metodologias de FRAP, ABTS e ORAC auxiliam na determinacao
da capacidade antioxidante in vitro. Até o presente momento nao se tem estudos sobre
a atividade antioxidante na espécie E. macrophyllus.

E de suma importancia obter informacdes sobre a composicdo quimica da
Echinodorus macrophyllus para aprimorar sua utilizagado e melhor compreender sua
acao terapéutica. Para isso, € necessaria a realizacdo de uma caracterizagao

completa, a fim de determinar quais sdao os marcadores quimicos da planta, para
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assim, estabelecer os padrdes encontrados na E. macrophyllus.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é determinar a composi¢do quimica
do extrato fixo e volatil das folhas de E. macrophyllus utilizando as técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa, além de avaliar a atividade antioxidante por meio de
meétodos de sequestro de radicais sintéticos e métodos de reducao e a atividade

antibacteriana.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinagcdo da composicao quimica do extrato hidroalcodlico e volatil das
folhas de E. macrophyllus utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia e cromatografia gasosa, além de avaliar a atividade antioxidante por meio
de métodos de sequestro de radicais sintéticos, métodos de reducdo e teor de

compostos fenadlicos, bem como, avaliar a atividade antimicrobiana do extrato.

2.2 ESPECIFICOS

Para atender ao objetivo central desta pesquisa sao estabelecidos os
seguintes objetivos especificos:

e Determinacao do teor de compostos fendlicos totais e individuais do extrato
hidroalcodlico por meio das técnicas de espectroscopia de absorcao
molecular e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) respectivamente;

e Determinacdo de composi¢cdo quimica volatii por meio da técnica de
cromatografia gasosa acoplada espectroscopia de massas (CG-EM);

e Determinacédo do potencial antioxidante pelo método de sequestro do 2,2-
difenil-1-picrilidrazil (DPPH+) e reducado do cation radical 2,2’-azo-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTSe+);

e Determinagao do potencial de reducdo de Fe*3a Fe*? pelo método dereducgédo
do ferro (FRAP);

e Avaliacao da atividade antibacteriana pelo método difusdo em meio sélido a
partir de orificio com as bacterias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 PLANTAS MEDICINAIS

O homem buscou, desde os tempos primordios, recursos oriundos da
natureza com a finalidade de aumentar suas chances de sobrevivéncia, assim fez uso
de plantas como alimento, matéria-prima para confec¢cado de roupas e ferramentas
(LORENZI, 2008). Atualmente, utiliza plantas com fins medicinais tanto para
tratamento, cura ou ainda a prevencao de doencgas, sendo essa pratica considerada
uma das praticas medicinais mais antigas da humanidade (VEIGA,2005).

Os primeiros registros de uso de plantas com principio de cura em seu mais
amplo significado datam do periodo 2838 a 2698 da era crista. Foi quando o imperador
chinés Shen Nung catalogou cerca de 365 ervas medicinais e venenosque eram
usados sob inspiracao taoista de Pan Ki, entre elas a Efedra (Ephedra sinica), que sé
entrou na terapéutica dos povos de cultura ocidental ja no final do século XIX. Outros
registros foram encontrados nos manuscritos Egipcios, de 1500 antes da era crista, no
qual foram relatadas informacgdes sobre 811 prescricdes e 700 drogas sendo algumas
delas ainda utilizadas, como Ginseng (Panax spp.), Ephedra spp., Cassia spp. e
Rheum palmatum L. (FIRMO et al., 1986).

Ao chegar ao Brasil, os europeus observaram uma ampla variedade deplantas
medicinais utilizadas pelas inumeras tribos que aqui viviam. Os conhecimentos foram
repassados pelos pajés e seus usos foram transmitidos e aprimorados com o passar
das geragdes (LORENZI, 2008). Além dos europeus, os africanos também
contribuiram para essa gama de conhecimentos, ja que utilizavam as ervas para a
cura de doengas e em seus rituais religiosos (BRAGA, 2011).

A busca por habitos mais saudaveis associado com as dificuldades
encontradas para o tratamento de doencas especificas faz com que a utilizacao de
plantas medicinais se torne ainda mais popular (SOUZA-MOREIRA, 2010). O
crescimento na area provocou um aumento na taxa de publicagcdes para o
desenvolvimento de novas drogas por parte de instituicbes privadas ou
governamentais (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005).

3.2 Echinodorus macrophyllus
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3.2.1. Aspectos Morfoldgicos

A Echinodorus macrophyllus € uma espécie nativa brasileira, a qual pertence
a familia das Alismataceae, que possui aproximadamente 14 géneros e 60 espécies.
Uma caracteristica sobre a familia Alismataceae é a ocorréncia em areas alagadas,
pantanosas e sombreadas. Como suas folhas sao largas e lisas, passam a sensagao
de folhas artificiais e s&o utilizadas como plantas ornamentais (LEITE et al., 2007).
Fazem parte do género Echinodorus plantas aquaticas e pantaneiras que crescem
submergidas, mas as folhas sdo sempre emersas, denominadas como haldfitas
(SILVA, 2010).

As folhas dessa espécie (Figura 1b) sao classificadas como pecioladas, oval,
de coloracdo verde-escura, medem aproximadamente entre 20 a 40 cm de
comprimento e largura possuem entre 15 a 35 cm na regido proxima da base. Devido
ao formato da folha lembrar os chapéus que eram utilizados no nordeste brasileiro, a
planta recebeu o nome popular de “chapéu-de-couro” (BEVILAQUA, 2003). A espécie
possui flores brancas (Figura 1c), as quais sdo reunidas em inflorescéncias

paniculadas amplas, ficando dispostas acima da folhagem (LORENZI, 2008).
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Figura 1 - Echinodorus macrophyllus a) habito; b) folha; c) flor; d) fruto

=

Fonte: MATIAS (2007).

3.2.2. Distribuicao Geografica

A planta é encontrada na América do Sul, principalmente no Brasil, em areas
alagadas da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Além dos estados na regido norte,
nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do pais como, Roraima, Amapa, Par4, Piaui,
Bahia, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana (Figura 2)
(SILVA, 2010).

Na cidade de Uba em Minas Gerais, em 1940, surgiu o refrigerante Mineirinho,
que possui como ingrediente o chapéu-de-couro, ele € responsavel pelo sabor
agradavel e totalmente diferente dos demais encontrados no mercado (SOBRINHO,
2007).
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Figura 2 - Distribuicdo geografica da espécie Echinodorus macrophyllus
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3.2.3. Propriedades Medicinais

A planta ganha destaque na medicina popular devido as propriedades
diuréticas, hipotensivas, anti-inflamatérias e analgésica (SANTOS et al., 2017). O
efeito analgésico da E. macrophyllus foi comprovado por FERNANDES, MARTINS, et
al., (2021), onde resultou em atividade antinociceptiva maior do que analgésicos

tradicionais como morfina.

Estudos sobre a segurangca e auséncia de riscos ao consumo da E.
macrophyllus demonstraram auséncia de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, sugerindo que seu uso terapéutico ndo causa danos a saude
(MACHADO et al., 2021). Ja que esta planta apresenta propriedades medicinais
eficazes contra uma variedade de doencgas na forma empirica pois poucos estudos

comprovam sua real eficiéncia.
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3.2.4. Composicao Quimica Da Espécie

Os autores Kobayashi et al (2000) citam em seu trabalho a presenca das
classes de flavonoides e diterpenos nos extratos das folhas da Echinodorus
macrophyllus, além da presencga de taninos (SHIGEMORI et al, 2002).

Os flavonoides apresentam em sua estrutura 15 carbonos dispostos em dois
anéis aromaticos unidos por uma ponte de trés carbonos e, sdo responsaveis pela
defesa e pigmentac&o da planta (GARCIA; CARRIL, 2009). Possuem acdes bioldgicas
e farmacoldgicas, além de apresentar um potencial antioxidante que auxilia na
inibicdo dos sistemas enzimaticos, os quais sdo responsaveis pela geracdo de
radicais livres (BARROS, 2014).

Em estudo com a E. macrophyllus o autor BARROS (2014) afirma que, devido
a presenca dos flavonoides comprova-se sua agao na profilaxia da gota e também da
hiperuricemia. Na planta in natura, determinou-se a presenca de 2,90% de flavonoides
(FLOR; CAMPOS; R, 2011).

Por meio de técnicas cromatograficas e espectroscopicas foi possivel isolar
e identificar os tripenos estigmasterol e [-sistoterol presentes na Echinodorus
macrophyllus (Figura 3) (SILVA, 2014).

Figura 3 - Estrutura quimica do estigmasterol e -sistoterol.

Estigmasterol
B-sistoterol

Fonte: A autora (2021).

O autor Freitas (2010) relata em seu trabalho o isolamento de um novo
diterpenoide labdano, chapecoderina A e dois novos diterpenos do tipo labdano
reorganizados, chapecoderina B e chapecoderina C (Figura 4) na busca por
compostos bioativos de plantas medicinais brasileiras.
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Figura 4 - Estrutura quimica das chapecoderinas A, B e C
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Fonte: A autora (2021).

Com uma investigagcdo mais aprofundada nos extratos das folhas da
Echinodorus macrophyllus foi possivel o isolamento de dois novos diterpenos de

membrana com um anel de lactona de oito membros, os echinodolides A e B (Figura
5) (SHIGEMORI et al., 2002).

Figura 5 - Estrutura quimica da echinodolina A.

H.C
f.g,% OH
H
CH,
= CH,
CH,

Echinodolina A

Fonte: A autora (2021).

A fim de continuar a investigacao sobre os componentes da planta, os autores
KOBAYASHI et al., (2000) realizaram o isolamento de echinofilinas A e B, com um R,
Alfa-beta-insaturados e gama-lactamicos com um anel composto por um clerodano
esqueleto e uma molécula de amina (Figura 6).
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Figura 6 - Estrutura quimica das echinofilinas A e B.
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Fonte: A autora (2021).

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes podem ser definidos como moléculas capazes de diminuir ou
até mesmo prevenir a oxidagao de outras moléculas e podem atuar em alimentos ou
em sistemas bioldgicos (BOROSKI et al, 2015).

Os atomos ou moléculas que possuem elétrons ndo pareados em sua camada
externa sdo denominados radicais livres, sao instaveis e sao interceptados de duas
maneiras: pela acdo dos agentes antioxidantes endégenos ou exdgenos, ou pelo
mecanismo de oxirredu¢do, quando dois radicais se ligam (PEREIRA; CARDOSO,
2012). A presenca desses radicais € de suma importancia para a manutencao de
muitas fungdes fisioldgicas e podem ser gerados no citoplasma, mitocondrias ou na
membrana. O seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com seu sitio de formagao (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os estudos nos ultimos anos indicam o papel chave dos radicais livres e outros
oxidantes como responsaveis por doencas autoimunes, ou seja, doencas tanto
infecciosas quanto inflamatérias, ou ainda por doengas degenerativas taiscomo,
cancer, catarata e disfungbes cerebrais e, além disso, sdo responsaveis pelo
envelhecimento (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Denominam-se antioxidantes o conjunto heterogéneo de substéncias que

sdo formadas por vitaminas, minerais, pigmentos naturais que bloqueiam o efeito
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que os radicais livres causam ao organismo (OU et al., 2002).

Os antioxidantes podem ser enddgenos, que sdo produzidos pelo proprio
organismo e levam uma subclassificacdo em enzimaticos (superoxido dismutases
citoplasmatica e mitocondrial) e ndo enzimaticos (glutationa, acido lipoico, albumina).
Existe ainda os antioxidantes exdgenos os quais sdo adquiridos através da ingestao
alimentar como, acido ascérbico, carotendides e compostos fenolicos (PEREIRA,;
CARDOSO, 2012).

Existem diferentes métodos para determinar a atividade antioxidante de
compostos. O método de sequestro do radical livre surgiu em meados da década de
50 a fim de descobrir doadores de hidrogénio em produtos naturais, posteriormente
fez-se 0 uso dessa técnica para determinacao de potencial antioxidante em fendlicos
individuais e alimentos (ROGINSKY; LISSI, 2005).

O sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) consiste na medida
da capacidade de eliminacdo de oxidantes em relacdao ao radical. Quando o radical
DPPH reage com doadores de hidrogénio ele é reduzido & hidrazina (SANCHEZ-
MORENO, 2002). Na reacdao de oxidacao e reducao entre DPPHe+ e a espécie
antioxidante, o elétron desemparelhado de nitrogénio se emparelha com o elétron
cedido por um radical hidrogénio derivado do composto antioxidante (Figura 7)
(BOROSKI et al, 2015).

O DPPH ¢ estavel e de coloragao purpura, ele possui uma banda de absor¢ao
maxima em 515 nm, quando acontece a redugéo a hidrazina sua coloragao é alterada
para amarela e ocasiona a extingdo da banda de absor¢do caracteristica (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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Figura 7 - Reacgéao entre o radical estavel (DPPH+) e um agente antioxidante
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Fonte: A autora (2021).

Outro método descrito na literatura consiste no monitoramento do decaimento
do cation radical ABTS produzido pela oxidacdo do 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazilina-
6-sulfonato) (ABTS) causado pela adicdo de uma amostra contendo fendlicos
(ROGINSKY; LISSI, 2005).

O ABTSe+ apresenta uma absorbancia no intervalo de 600 a 750 nm, podendo
ser determinado espectrofotometricamente, pois € um radical estavel na auséncia de
antioxidantes. Os resultados das analises sao expressos em func¢ao do Trolox, que é
um padrdo antioxidante no qual é submetido as mesmas condigcbes da analise
(TIVERON, 2010).

Essa € uma das técnicas mais usuais e tem como finalidade avaliar a atividade
antioxidante em matrizes naturais. O cation ABTS é soluvel tanto em agua quanto em
acidos organicos, essa propriedade confere a metodologia uma diferenca frente as
demais devido a sua capacidade em avaliar amostras de natureza hidrofilicas e
lipofilicas (DARONCHO, 2012). A Figura 8 demonstra a reacgéo.

Figura 8 - Formacéao do radical ABTS na presenca de persulfato de potassio e redu¢do por um agente
antirradicalar.
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Fonte: A autora (2021).
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Enquanto que o método do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) tem a
finalidade de determinar a redugcdo de um complexo férrico-tripiridiltriazina a sua forma
ferrosa colorida quando na presenca de antioxidantes plasmaticos (PULIDO; BRAVO;
SAURA-CALIXTO, 2000).

A reacao € ocasionada devido a formagdo de um complexo TPTZ (2,4,6-
Tris(2-piridil)-s-triazina) com o Fe(lll) tendo uma coloragcdo amarelada. Na presenca
de um antioxidante, o ferro é reduzido e origina o [Fe(ll)(TPTZ)2]3* de cor azul escura,
essa reagcdo acontece em pH 3,6 com uma absorbancia maxima de 593 nm
(TIVERON, 2010). Essa reacao é demonstrada na Figura 9.

Figura 9 - Reducao do Fe?* para Fe?* na presenca de um agente antioxidante (AOH).
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Fonte: A autora (2021).

Os compostos fendlicos originam-se do metabolismo secundario dasplantas,
e sao de suma importancia para crescimento e reproducao. Para a determinacao
desses compostos, os métodos séo classificados como determinagdo de compostos
fendlicos totais, quantificacdo individual e/ou de um grupo ou classede compostos
fendlicos (MILENE ANGELO; JORGE, 2007).

O método Folin-Ciocalteau € um dos mais antigos utilizados para a
determinacao do conteudo total de fendlicos e sdao conhecidos como fendis totais
(SINGLETON et al., 1999).

O teste consiste na mistura de Tungstato e Molibdato em meio altamente
basico, onde os fenodlicos sdo oxidados e resultam na formagdo de O% que entdo
reagem com o molibdato e tem-se a formagao de 6xido de molibdénio (MoO**) com
uma absorbéancia muito intensa proxima de 750 nm (ROGINSKY; LISSI, 2005).

Com a adic&do do carbonato de calcio em meio alcalino ocorre uma reagao
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de oxirredugdo. A reagdo acontece entre os anions que sao gerados a partir da
desprotonagcdo dos compostos fenolicos e o reagente de Folin-Ciocalteau,
ocasionando uma reducdo do molibdénio, que é demonstrado na Figura 10. A
coloracao do meio € alterada de amarelo para azul, e é possivel detectar esse sinal
por espectrofotometria e realizar a determinagcdo da concentragdo de compostos
fendlicos presentes no meio (OLIVEIRA, 2011).

Figura 10 - Reacéo do acido galico reduzindo o Molibdénio (Mo) em meio alcalino.
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Fonte: A autora (2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As amostras de E. macrophyllus foram coletadas na cidade de Enéas Marques
- PR, na comunidade Rio Gamela. Logo apds a colheita, as folhas foram desidratadas
em estufa de secagem a 35°C durante o periodo de 7 dias, em seguida trituradas em
moinho de facas tipo Willye.

ApOs a coleta da planta, com uma amostra seca contendo partes da raiz, folhas,
flores e frutos (Figura 11) foi preparada a exsicata utilizada na identificagdo botanica

que sera realizada no departamento de agronomia da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana.

Figura 11 - Amostra de Echinodorus macrophyllus a) frutos b) flores secas c) flores d) folha.

Fonte: A autora (2021).
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4.2 PREPARAGCAO DO EXTRATO

Para a preparacao do extrato hidroalcodlico (EBH), seguiu-se o método pré
definido pelo grupo de pesquisa ap0s a realizacdo de estudo a respeito da otimizagao
da extracdo onde utilizou-se 2g das folhas secas e trituradas e 25 mL de solucao
etanol/agua 30/70 (v/v). Essa mistura foi levada ao banho ultrassom a 60°C durante o
periodo de 15 minutos e em seguida realizada filtracdo (AYRES, 2019). Os extratos
foram obtidos em triplicata e armazenados em geladeira a 35°C até o momento das
analises. Todos os ensaios de atividade antioxidante e caracterizagcao quimica por

CLAE foram realizados em triplicata.

4.3 EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do Oleo essencial foi realizada utilizando 50 g de folhas secas,
reduzidas a pequenos fragmentos e submetidas a hidrodestilagdo, por duas horas, em
aparelho de Clevenger. A fragcao volatil foi extraida da agua por particao liquido- liquido
com hexano, sendo a fracdo organica submetida a secagem com sulfato de sédio

anidro.

4.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo do teor de compostos fendlicos totais presente no extrato bruto
da planta foi realizado utilizado o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau descrito
por SINGLETON et al (1999), com modificagdes.

Este método consiste na mistura de 0,5 mL do extrato na concentracao de 1000
ppm com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:10 e 2,0 mL de carbonato de
sédio (Na2COs3) na concentracdo de 4%. Os tubos contendo estamistura foram
deixados incubados em local sob protecao da luz por um periodo de
120 minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia, foi realizada as leituras de
absorbancia em espectrofotometro a 740 nm (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999).
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Para quantificar o conteudo de fendlicos totais, foi construida uma curva
analitica, onde se utilizou o acido galico como padrao. Os resultados foram expressos

em mg de equivalente acido gélico por grama de amostra (mg EAG g™).

4. 5AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR REDUGAO DO CATION
RADICAL ABTS*

A metodologia utilizada para a captura do cation radical ABTS* foi descrita
por Re et al (1999), com algumas modificagdes. O cation radical ABTS* foi formado
pela reagdo de 5 mL de ABTS 7 mmol.L-" com 88 uL de perssulfato de potassio 140
mmol.L-!, incubados em temperatura ambiente por 16 horas na auséncia de luz. Apos
o processo de incubacdo, a solugao foi diluida em etanol P.A até absorbancia de
aproximadamente 0,700 £ 0,200 a 734 nm.

O método consistiu na adi¢do de 30 pL do extrato de Echinodorus macrophyllus
na concentragado de 1750 ppm juntamente com 3 mL do radical formado, tendo como
branco etanol P.A. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro a 734
nm apos 6 minutos de reacdo. Para a quantificacdo foi construida uma curva analitica
utilizando o antioxidante trolox como padrao, o resultado foi expresso em umol de

trolox por grama de amostra (umol g') (RE et al., 1999).

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DA REDUGAO DO
RADICAL DPPH-

A determinacao da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical

DPPH foi realizada seguindo a proposta descrita por Brand-Willians et al (1995).

Esta técnica de avaliagdo consiste na adicdo de 500 uL do EBH na
concentragdo de 1000 ppm, juntamente com 3 mL de etanol P.A e 300 puL dasolugéo
do radical DPPH 0,5 mmol L. Na sequéncia, a mistura em reacdo foi deixada e
repouso por um periodo de 60 minutos para posteriormente realizar a leitura em
espectrofotometro a 517 nm, utilizando etanol P.A como branco analitico. A

quantificacao foi realizada a partir de uma curva analitica utilizando trolox padréo e
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o resultado foi expresso em umol de trolox por grama de amostra (umol Trolox g')
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

4.7AVALIA9AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
REDUCAO DO FERRO (FRAP)

A metodologia para avaliagdo da capacidade antioxidante pelo método de
reducdo do ferro (FRAP) utilizada foi proposta por Benzie e Strain (1996) comalgumas
modificagdes. O reagente FRAP foi obtido através da mistura de 25 mL de tampé&o
acetato 0,3 mol L', 2,5 mL da solugao de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM
e 2,5 mL de cloreto de ferro em solugdo aquosa 20 mM. E necessario preparar

apenas na hora da utilizagao para que o mesmo nao sofra degradacao.

O método de avaliacao consiste na mistura de 100 uL do EBH na concentragao
igual a 1750 ppm com 3 mL do reagente FRAP. A mistura foi homogeneizada em
vortex e mantida em banho-maria a 37°C por um periodo de 30 minutos na auséncia
de luz, na sequencia foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 595

nm.

Para a quantificacao foi construida uma curva analitica utilizando sulfato ferroso
como padrao, o resultado foi expresso em pmol de sulfato ferroso por grama de
amostra (umol FeS0a4.g") (BENZIE; STRAIN, 1996).

4.8AVALIA~\QAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA ATRAVES DO METODODE
DIFUSAO EM MEIO SOLIDO A PARTIR DE ORIFICIO

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana do EBH foi utilizada a técnica de
Difusdo em Meio Solido a partir de Orificio, seguindo as orienta¢des do Clinical and
Laboratory Standards Institute - M60 e M100 (CLSI,2017;2019). As avaliagoes foram
realizadas com as bactérias  Staphylococcus aureus (gram-positiva) e
Escherichia coli (gram negativa).

Foram utilizadas cepas padronizadas pela American Type Culture Collection -
ATCC. As suspensoes bacterianas foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion

(BHI) por 24 h a 3711 °C em estufa bacteriolégica e em seguida as colénias foram
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isoladas e a sua concentragdo ajustada em solugdo salina estéril (85%) para 104
UFC mL" (Unidades Formadoras de Col6nia por mL). Como meio de cultura foi
utilizado Mueller-Hinton para o preparo das placas de Petri. Em cada placa foram feitos
3 orificios circulares equidistantes, com aproximadamente 8 mm de diametro, onde
foram depositadas as amostras de E. macrophyllus com o mesmo valor de massa ou
volume. As bactérias foram semeados na superficie do meio de cultura nas placas
com um swab estéril, estriadas em trés dire¢cdes distintas para garantir uma
distribuicdo uniforme dos microrganismos no meio de cultura. As placas foram
incubadas em estufas microbioldgicas por 24 horas e temperatura de 35°C. Apds esse
processo os didmetros dos halos de inibicdo presentes em cada placa foram
mensurados e associados com a atividade antibacteriana da E. macrophyllus. O
procedimento para avaliar a atividade antibacteriana por difusdo em meio sdlido, a

partir de orificio, esta esquematizado na Figura 12.

Figura 12 - Procedimento para atividade antibacteriana por difusdo em meio solido a partir de orificio
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Fonte: A autora (2021).
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4 9ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS

A analise por CLAE-DAD foi realizada conforme a metodologia explorada pelo
grupo de pesquisa, tendo como base o método descrito por RODRIGUEZ-PEREZ et
al., 2015 com algumas modificagbes. Para realizagdo da analise foi utilizado um
cromatografo liquido de ata eficiéncia modelo LC-920 Varian®, onde preparou-se uma
mistura de padrdes os quais foram injetados em uma coluna Promosil C-18,
(dimensdes: 250mm x 4,6mm; tamanho de particula: 5pm) Agela Technologies®com
um fluxo continuo de 1 mL min-' tendo como fase mdvel, solvente A: dgua ultrapura
MiliQ® acidificada (H3POa4 0,1%; pH 2,74) e solvente B: acetronitrila, operando em
modo gradiente iniciando com 5% de B para 30% de B em 10 min;38% de B em
25 min; 50% de B em 28 min; 95% de B em 32 min; como condi¢ao de limpeza da
coluna retornando para 5% de B dos 34 aos 42 min, finalizando a corrida ambientando
a coluna para as posteriores inje¢des. A temperatura da coluna manteve-se constante
em 30°C.

Os padrdes utilizados para a realizagdo da analise foram: acido galico, acido
clorogénico, astragalina, caferol, isoquercetina, miricetina, miricitrina, quercetina e
rutina. O extrato da amostra foi preparado conforme o item 4.2 e em seguida realizado
diluicdo a 10%, a solucao pronta passou pelo processo de filtracdo em filtros PTFE
0,45 pm de porosidade e 25 mm de diametro, em seguida armazenada em vial com
capacidade de 2 mL e levada ao refrigerador a uma temperatura de 0°C

aproximadamente até a data de injecéo.

4.10 ANALISE DE COMPOSICAO QUIMICA VOLATIL POR CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

A analise cromatografica do 6leo essencial foi realizada usando um sistema
de cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrometria de massa utilizando uma
coluna capilar Factor Four-VF-5ms (30 m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 pm de
espessura de filme), com programacado de temperatura de 60 °C a 300 °C(3 °C
min'), temperatura do injetor e do detector foram fixadas em 270 e 300°C
respectivamente, fonte de ions a 220°C e energia de impacto de 70 eV. O gas

carreador hélio com vazdo de 2 mL min-', razdo de split 1:30 e 1,0 pL de dleo
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essencial injetado. Os fragmentos foram analisados na faixa de varredura de 40-600
u.m.a.
Buscou-se encontrar ésteres carboxilicos, derivados de carotenoides e terpenos

como indicava a literatura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Todas as plantas possuem compostos fendlicos que tem por finalidade
desempenhar diferentes fungdes como protecao contra patdégenos e contribuem para
a pigmentacdo (MARCUCCI et al, 2021). Essses compostos agem como
antioxidantes devido a sua habilidade em doar hidrogénios ou elétrons, além de
seus radicais impedirem a oxidacdo dos lipidios (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

A analise de compostos fendlicos totais realizada neste trabalho apresentou um
resultado de 21,00+0,30 mg EAG g de folhas. Segundo os autores RODRIGUES
SANTOS et al., (2021) para as espécies de Echinodorus floribundus o conteudo total
de fenois foi de 5,30 mg de acido tanico/g de folhas enquanto para a
E. grandiflorus o teor medido foi de 7,08 mg de catequina/g de folhas. No mesmo
estudo, foi avaliado apenas o teor de flavonoides totais para a espécie E.
macrophyllus, com teor igual a 33,50 mg de quercetina/g de folhas. Nota-se que as
plantas do género Echinodorus de maneira geral, apresentam baixos teores de
compostos fendlicos, exceto a E. scaber, a qual demonstrou um resultado de 222,20

mg de acido galico/g de folha.

A espécie E. macrophyllus e a E. grandiflorus sao as mais conhecidas e
utilizadas no pais, e as mesmas possuem propriedades medicinais semelhantes,
levando o nome popular de “chapéu-de-couro” (CARVALHO, 2018). Entretanto néo se
pode realizar uma comparacéao precisa com os resultados dos autoresRODRIGUES
SANTOS et a., (2021) pois os mesmos utilizaram catequina e acido tanico como
padrdes para 0s ensaios, enquanto neste trabalho utilizou-se o acido galico como

composto fendlico padrao.
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Ja a técnica de ABTS € conhecida também como método de capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox (SANCHEZ-MORENO, 2002). Este método de
captura do cation radical ABTS € empregado na determinacdo da capacidade
antioxidante tanto em matrizes hidrofilicas quanto lipofilicas (KARADAG; OZCELIK;
SANER, 2009). Uma vantagem de utilizar este método € a sua simplicidade de
operagao, pois permite, dessa forma, a aplicagdo na rotina de qualquer laboratorio
(BARBOSA, 2018).

A capacidade antioxidante determinada por meio de radical ABTS apresentou
um resultado de 159,30 + 7,70 umol ET g' de folhas. N&o foram encontrados relatos
na literatura utilizando esta técnica para nenhuma planta da espécie Echinodorus, por
conseguinte, o resultado obtido tem grande valia pois é a primeira vez que se
concretiza a aplicagcao deste método em amostras de Echinodorus.

O potencial antioxidante também foi avaliado pelo método de captura doradical
livre DPPH, que é determinacao in vitro do potencial antioxidante, sendo utilizado em
diferentes amostras tais como, frutas, leguminosas, chas e plantasmedicinais devido
a alta sensibilidade e também por ser de facil aplicacdo (BOROSKI et al, 2015).

Para a quantificacdo da medida da atividade sequestrante do radical DPPH a
amostra apresentou um resultado de 54,68+1,52 umol ET g'. A autora SILVA, L.,
(2015) analisou as folhas da espécie E. scaber obtendo teor de 12,36 pug/mL, onde o
resultado foi expresso como a concentracdo da amostra necessaria para sequestrar
50% dos radicais de DPPH, ndo sendo considerado um resultado favoravel frente as
outras espécies analisadas.

No método FRAP existem algumas limitacdes, pois hem toda substancia que
€ capaz de reduzir o ferro (lll) € um antioxidante, e nem todo antioxidante possui o
potencial de reducao (BENZIE; STRAIN, 1996).

Para esta analise detectou-se um valor de 382,5316,34 mg FeSOu4/g de folhas.
Os estudos realizados pelos autores Franco et al., (2018) mostram que a espécie E.
grandiflorus apresentou um valor de 22,4 pmol Trolox/g em um extrato obtido
utilizando 500g das folhas para cada 2,5L de etanol 98% ou hexano (1:5 m/v) onde
com o extrato de etanol obteve-se uma melhor eficiéncia de 90,3 pmol Trolox/g.

Enquanto isso, no trabalho desenvolvido pelos autores Cordeiro et al., (2013)

o extrato de chapéu-de-couro apresentou um resultado de 12,52 pmol FeSO4 g de
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extrato. Demonstrando que os resultados obtidos na realizagdo deste trabalho

apresentaram maiores teores antioxidantes pela metodologia FRAP.

5.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA ATRAVES DO METODO
DE DIFUSAO EM MEIO SOLIDO A PARTIR DE ORIFICIO

A atividade antimicrobiana das plantas medicinais tem despertado um grande
interesse dos pesquisadores, pois essas espécies sao tratadas como alternativas no
tratamento de doencgas, além do aumento de microrganismos resistentes aos
antibidticos disponiveis, necessitando desta forma, novos recursos com acao
antibacteriana (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

Esta avaliacdo tem grande valia, j4 que o Brasil € detentor de uma rica
biodiversidade e que as plantas medicinais sdo usadas em distintas areas da saude

como uma forma nao convencional de tratamento (DUARTE et al., 2004).

A planta chapéu de couro é conhecida empiricamente por suas acdes
antissépticas além de suas atividades contra fungos e bactérias, em funcéo disso,
surgiu o interesse em investigar sua atividade antibacteriana. Entretanto, nas placas
avaliadas, o extrato hidroalcodlico nao apresentou atividade inibitéria contra os

microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Figura 13).
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Figura 13 - Testes de difusdo em meio sdlido a partir de orificio para o extrato bruto com in6éculo 108
UFC-mL-": (a) Escherichia coli (b) Staphylococcus aureus

EE 55

Fonte: A autora (2021).

Em estudo utilizando extratos brutos a partir dos solventes metanol e acetona
realizado pelos autores BABICZ, RICHETTI, et al., (2002) concluiu-se que o extrato
metandlico de E. macrophyllus ndo apresentou inibicdo contra duas cepas gram-
positivas: Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus e duas cepas gram- negativas:
Proteus vulgaris e Xanthomonas, enquanto o extrato acetonico foi mais eficiente em

inibir o crescimento dos microrganismos.

Ja os autores Franco et al., (2015) realizaram a analise utilizando folhas da
espécie comercializadas em lojas especializadas de plantas, na forma desidratada.
A amostra foi misturada com agua destilada, fervida a 100°C e acondicionada em
frasco ambar até a utilizagdo. Foram testadas em cepas de Escherichia coli, S. aureus,
Candida albicans, Candida parapsilosis onde nao se teve atividade inibitoria para

nenhum microrganismo. O mesmo ocorreu para o hidrolato, que também foi testado.

Um fato importante a respeito da analise antibacteriana a ser considerado é a
escolha do solvente. O etanol é o solvente mais indicado para a quantificacdo de
compostos fendlicos, mostrando ser inadequado para a extragdo de compostos com
atividade antimicrobiana por possuir uma baixa seletividade. Quando analisado dados
obtidos em estudos realizado anteriormente detectou-se que o mais indicado seria a
utilizacado de um solvente distinto do etanol, o que sera realizado em trabalhos futuros,

para que possa auxiliar na atividade inibitéria contra
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microrganismos. Deve-se ressaltar também que existem diferengcas entre as
composi¢cées quimicas das plantas em decorréncia dos locais, épocas do ano da
coleta e metodologias empregadas. Esses parametros implicam nos resultados finais

obtidos.

5.3CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CG-EM)

Devido ao baixo rendimento do 6leo essencial obtido da extracdo foi necessario
realizar a parti¢cao liquido-liquido afim de recuperar o volume adequado para a injecéao

no equipamento.

Por meio da analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas foi possivel identificar 10 compostos presentes no 6leo essencial da E.
macrophyllus (Tabela 1). Onde apenas o diterpeno fitol ja foi relatado em estudos
anteriores realizados por SILVA et al. (2013), e o terpeno spathulenol ja foi identificado

em amostras comerciais do género Echinodorus (PEREIRA et al., 2020).

Figura 14 - Cromatograma do 6leo essencial da Echinodorus macrophyllus

8

9 | 10]

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Tabela 1 - Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial de E. macrophyllus por CG-EM.

Componente Tempo (minutos) Similaridade (%) Area (%)
Spathulenol 31,03 26,8 11,0
Phenol,2-5-bis(1,1- 32,45 34,8 6,0

dimethyl)

Epizonareno 37,20 16,0 26,0
Fitol 38,27 11,2 3,0
2-Hexyl-1-decanol 42,81 20,2 3,0
Acido fitalico 44,90 14,9 10,0
Sclareoloxide 45,71 41,6 4,0
Oxido de epimanool 49,15 58,3 4,0
Androstane-3-11diol 54,00 26,6 3,0
Pimaral 57,40 20,1 12,0

Fonte: dados da pesquisa (2021).

A analise comparativa realizada com a biblioteca do equipamento revelou que
o sinal com tempo de retencao foi de 38,27 minutos, apresentou 11,2% de similaridade
com o espectro do fitol e ocupando uma area de 3,0% (Figura 15a). Enquanto que o
spathulenol apresentou um tempo de retencéo igual a 31,04 minutos, com 26,8% de
similaridade e 11% de area (Figura 15b). As estruturas quimicas do fitol e do

spathulenol sdo apresentadas nas figuras 16 e 17 respectivamente.
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Figura 15 - Comparacao dos espectros de massa da biblioteca (vermelho) com espectros de massa
obtidos da amostra (azul) a) fitol e b) spathulenol.
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Figura 16 - Estrutura quimica do fitol

HO
\/W\/Y\/Y
Fonte: A autora (2021).

Figura 17 - Estrutura quimica do spathulenol

OH

Fonte: A autora (2021).

Vale ressaltar que os espectros de massa da biblioteca compdéem uma base
de informacdes adquiridas do NIST (National Institute of Standards and Technology).
Onde esses espectros sdo gerados em condi¢gdes padrdes, utilizando concentragoes

bem definidas.

O fitol € um composto detectado abundantemente na natureza, ja que omesmo
faz parte da molécula de clorofila e assim, sendo produzida por quase todos os
organismos fotossintéticos (ISLAM et al., 2018). Este diterpeno pertencente ao grupo
de alcoois de cadeia insaturada e é conhecido pela capacidade de inibir o crescimento
de Staphylococcus aureus (SANTOS et al., 2013). Além disso, o fitol possui
propriedades preventivas e terapéuticas contra a artrite, consequentemente sendo um
farmaco promissor para o tratamento de doencas inflamatérias cronicas
(RAJESWARI; MURUGAN; MOHAN, 2012).

Muitas pesquisas ja foram realizadas com o objetivo de comprovar que a
atividade antimicrobiana observada em 6leos essenciais de plantas esta ligada a

presenca do fitol (ISLAM et al., 2018). A atividade anti-reumatica, antioxidante e anti-
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inflamatoéria do 6leo essencial da espécie E. macrophyllus pode estar relacionada a

presencga deste composto.

Em estudos realizados com a espécie E. macrophyllus, o autor COELHO,
VELOZO, et al., (2012) identificou em sua amostra o composto fitol, assim como
PIMENTA, FIGUEIREDO, et al., (2006) descreve o acompanhamento durante um
periodo de quatorze meses através de analise de cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massa de 6leos essenciais obtidos das folhas de E. grandiflorus de
duas populacées diferentes (folhas grandes e folhas pequenas), onde foi identificada
a presenca do fitol em todo o periodo analisado. Podendo ser caracterizado como um

marcador quimiotaxondmico para a espécie vegetal do estudo.

O spathulenol é um sesquiterpeno, o qual € relatado como principal
componente volatil de algumas espécies como Eugenia calycina Cambess. e Psidium
guajava L. Os estudos em materiais que contem este composto relatam atividades
biologicas como antiproliferativa, anti-inflamatéria e antimicrobiana (DO
NASCIMENTO et al., 2018). Além de demonstrar significativa atividade repelente
contra Aedes aegypti e Anopheles stephensi (CANTRELL et al., 2005).

5.4 ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS

Os cromatogramas da mistura de padrées injetadas na concentracao de 50 mg
L-' obtidos através da analise de compostos fendlicos por CLAE é apresentadona

figura 18.
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Figura 18 - Cromatograma dos padrdes na concentragdo de 50 mg L.
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Fonte: dados da pesquisa (2021).
No cromatograma obtido da amostra de E. macrophyllus quando comparado
com o cromatograma de padrdes utilizados foi possivel a identificagdo de um sinal
(Pico 1), o qual foi identificado como acido clorogénico. O perfil de absorcéo do padrao

e da amostra é mostrado na figura 19.



44

Figura 19 - Cromatograma da amostra na concentracéo de 5 ppm e perfil de absorgéo do acido

clorogénico.
16 ¢ - 1
[ .
- o | )
-l | 1 — ! s St
{ o] ! Acdo clorogénico
& 4 W |
§ o1 |
£ | ——Amostra
- A 1 wpe e .-..'#
s e
90 3
B0
70
B0
50 2
=
T 40 1|
30 i| H 1 4
4| -lﬂii-'-’l.:-, |
10 i MY e, S0 .
0 1| ' wr—\»_h_ s _ﬂw
— _‘\_”_'_'_,_.
0 Z 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 47 44

B

Fonte: dados da pesquisa (2021).

Mediante as equacbes de reta da curva de calibracdo analitica e outras
informacdes a respeito dos padrdes utilizados neste método foi possivel realizar a
quantificacdo do acido clorogénico presente no extrato bruto das folhas de E.

macrophyllus.

O teor de acido clorogénico detectado na amostra foi de 0,45 mg. g'. Ha relatos
de identificacdo e quantificacdo deste componente em amostras de Echinodorus
longiscapus Arech onde os valores variam de 0,25 a 14,95 mg. g”' (COELHO et al.,
2013).

De acordo com LOPES et al. (2012), até o presente momento a composi¢cao
guimica das folhas das espécies de Echinodorus avaliadas sugerem a presenca de
acido trans-aconitico, glicosilflavonas, acido hidroxitartatico, sesquiterpenos e
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principalmente diterpenos, os quais possivelmente estejam ligados as atividades

biologicas relatadas da espécie.

A identificacdo de compostos fendlicos por CLAE foi reportada pelos autores
STRADA et al. (2017) em extratos hidroetanolicos de Echinodorus scaber e
Echinodorus grandiflorus onde foram identificados picos de compostos caracteristicos
da espécie, como isoorientina, swertiajaponin e vitexina-2-O- raminosideo. Na
auséncia destes padroes exclusivos da espécie Echinodorus, realizou-se a
comparacao do tempo de retengéo e perfil de absor¢cdo dos sinais cromatograficos
obtidos neste estudo com os padrées analisados por STRADA et al. (2017) (Tabela
2).

Tabela 2 - Dados comparativa sobre a identificagdo de compostos fendlicos em extratos de E. scaber
e E. grandiflorus referenciais com dados sobre E. macrophyllus

Dados apresentados Dados obtidos
(STRADA et al., 2017)

Tempo de Tempo de
Componente retengao Amax (NM) retencao Amax (nm)
(minutos) (minutos)
Isoorientina 8,6 269, 348 9,4 267, 347
Swertiajaponin 9,2 269, 344 9,6 268, 347
Vitexina-2-O- 11,2 269, 334 10,9 270, 334

raminosideo

Fonte: dados da pesquisa (2021).

Desta forma, sugere-se que os picos 2, 3 e 4 do cromatograma possivelmente
sejam os compostos isoorientina, swertiajaponin e vitexina-2-O-raminosideo (FIGURA
21).
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Figura 200 - Cromatograma e perfis de absorgéo dos picos néo identificados
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Fonte: dados da pesquisa (2021).

De acordo com a literatura, os flavonoides isoorientina, swertiajaponina e
isoorientina 2”-O-ramnosideo, foram isolados em folhas de Cymbopogon citratos e
avaliados quanto a inibicdo da peroxidagdo de LDL humano induzida por Cu*2. Os
resultados relatados mostram que apos cinco horas de incubacéao, os trés compostos
apresentaram efeito inibitorio significativo. Entretanto, apds seis horas, apenas o
flavonoide isoorientina continuou efetivo, demonstrando assim, ser um potente inibidor
da oxidagao de LDL in vitro (ORREGO; LEIVA; CHEEL, 2009).

O composto isoorientina, ativo do extrato das folhas de Passiflora edulis,
apresentou atividade anti-inflamatdria por inibir a atividade da mieloperoxidase (MPO).
A proteina MPO esta envolvida na regulacdo da homeostase celular e pode
desempenhar um papel central na iniciacdo de doencas inflamatorias agudas
(ZUCOLOTTO et al., 2009).

Em estudo realizado por COSENZA (2010) foi identificado através do sistema
cromatografico os compostos isovitexina, vitexina e orientina em extrato de E.
macrophylus. Além deste trabalho, ndo ha outros relatos na literatura sobre a

composicao quimica da espécie em estudo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos na realizacdo deste trabalho foram de suma importancia
para a comunidade académica ja que existem poucas pesquisas com as folhas de
Echinodorus macrophyllus, contribuindo desta forma com estudos sobre a composicéo

quimica, capacidade antioxidante e atividade antibacteriana.

Em suma, quanto ao estudo da atividade antioxidante do extrato bruto, os
resultados indicaram teor significativo de compostos fendlicos totais, os quais foram
identificados pela analise de CLAE com a presenca do acido clorogénico e, por
comparacgao dos perfis de absorcao e tempo de retencao os compostos isoorientina,
swertiajaponin e vitexina-2-O-raminosideo. Além disso, € importante salientar que
até o presente momento nao ha relatos sobre a capacidade antioxidante pelo radical
ABTS em nenhuma planta do género Echinodorus. Ressaltando a relevancia desta

pesquisa.

Na analise antimicrobiana podemos considerar que os resultados nao inibitorios do
extrato foram fortemente influenciados pelo solvente utilizado na extragcao, o qual ndo

€ 0 mais indicado para esta analise.

A técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas revelou
a presenga de compostos importantes como fitol e spathulenol, os quais possuem

ricas atividades biolégicas podendo assim caracterizar os usos empiricos da planta.

De modo geral, o trabalho atendeu os objetivos propostos, obtendo resultados
satisfatorios e de grande importancia. No entanto, ha necessidade de se aprofundar
ainda mais em estudos utilizando a Echinodorus macrophyllus para que assim, seja
possivel evidenciar suas atividades bioldgicas possibilitando sua utilizacdo em

diversos seguimentos, principalmente medicinais.
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