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RESUMO

SILVA, Ueveton Pimentel da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2017.
Caracterizacdo quimica, atividade fitotoxica e antibacteriana de extratos de
Euphorbia Heterophylla L. Orientador: Eduardo Vinicius Vieira Varejao.
Coorientadores: Antdnio Jacinto Demuner e Marcelo Henrique dos Santos.

Metabdlitos secundarios obtidaspartir de extratos botanicos podem ser Uteis para a
descoberta e desenvolvimento de novos produtos com aplicagéo tanto na medicina quanto
na agricultura. Na agricultura, os extratos botanicos e os metabdlitos secundarios
representam uma das principais alternativas ao uso de pesticidas sintéticos, podendo
apresentar baixa toxidade e o menor impacto ambidfighorbia heterophylld.. é
considerada uma das principais plantas daninhas em importantes culturas como a soja e
o milho. Sua alta competitividade em ecossistemas agricolas pode ser devida, pelo menos
em parte, a producdo de compostos aleloquimicos. Por outro lado, essa espécie € utilizada
na medicina popular em diferentes partes do mundo, por exemplo, como anti-inflamatéria

e antimicrobiana. Apesar dessas propriedades, o conhecimento sobre seus constituintes
quimicos € escasso. Assim, o presente trabalho teve por finalidade avaliar as atividades
fitotoxica e antibacteriana de extratos das folhas e raizéstterophyllee identificar

0S compostos quimicos presentes nesses extratos. Os extratos das folhas foram obtidos
por meio de extragdes sucessivas, por maceracao, utilizando os solventes hexano, acetato
de etila e metanol. Os extratos das raizes foram obtidos por extracdo em Soxhlet usando
hexano e metanol, sucessivamente. As atividades alelopética dos extratos foram avaliadas
utilizando sementes de sorgo, pepino e alface. Os extratos foram submetidos a marcha
fitoquimica para andlise das principais classes de metabdlitos presentes e os resultados
mostraram a presenca de triterpenos como metabdlitos principais. Os extratos em metanol
de folhas e raizes foram submetidos a procedimentos de extracdes visando o isolamento
de alcaloides, e as fracdes obtidas foram submetidas a analises por CG-EM ap06s hidrélise
e derivatizacdo. Os extratos em hexano e em acetato de etila foram submetidos a
fracionamentos cromatograficos para isolamento de seus constituintes quimicos
majoritarios, que foram caracterizados por RMN4dee 1°C. As anélises por CG-EM
mostraram a presenca de diferentes acidos graxos nos extratos em acetato de etila e
metanol, sendo os principais os acidos palmitico, linoleidmolénico e estearico. A

partir do extrato ERH foram isolados os compogtsgosterol, hexanoato de germanicol,
acetato de lupeol, acetato de taraxasterol, acetato de pseudo-taraxasterol e duas misturas,
uma contendg@-sitosterol + estigmaterol e outra com acetato-denirina + acetato de

p-amirina. Foi obtido do extrato EFH, uma mistura contendo os compostos acetato de
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lupeol, acetato de- amirina e acetato geamirina. Foram isolados do extrato EFAC o
acetato de lupeol e uma mistura de acetate-dmirina + acetato dg-amirina. Os

extratos hexanicos das folhas e raizes apresentaram pequena atividade fitotoxica sobre as
plantas testadas e os extratos em acetato de etila e metanol apresentaram atividade
moderada, particularmente contra sementes de sorgo e alface. A atividade antibacteriana
dos extratos e seus derivados foram avaliados através dos testes por diluicdo e difuséo
com 0s micro-organismoStaphylococcus auredsTCC 29213S. aureusATCC 25923

e Escherichia colIATCC 29214. Os extratos e compostos agesentaram efeito sobre

0S micro-organismos testados e nas condi¢cdes avaliada concentracfes avaliadas. Embora
0s extratos tenham apresentado pequenas atividades fitotoxicas para serem explorados
como herbicidas naturais, a capacidade de interferir na germinacdo e crescimento de
outras espécies, embora discreta, pode ser um fator contribuinte para a elevada

competitividade da espédie heterophyll&em ambientes agricolas.

Xiv



ABSTRACT

SILVA, Ueveton Pimentel da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosg, d0L7.
Chemical characterization, phytotoxic and antibacterial activities of extracts from
Euphorbia heterophyllaL. Advisor: Eduardo Vinicius Vieira Vareja&€o-advisors:
Antonio Jacinto Demuner and Marcelo Henrique dos Santos.

Secondary metabolites from botanic extracts can be useful sources for the discovering
and development of new products for application in both medicine and agriculture. In
agriculture, botanic extracts and their metabolites represent one of the most promising
alternative to synthetic herbicides, mainly because of their lower toxicity and
environmental impacEuphorbia heteriphylld.. is plant species considered as a major
weed in important cultures, including soy and corn. Its high competitiveness in
agricultural ecosystems may be related, at least in part, to the production of
allelochemicals. Besides, this speagessed in traditional medicine in different parts of

the world, for example, as anti-inflamatory, and antimicrobial. Despite these properties,
the knowledge about its chemical constitutes remains scéhees, the aim of the present

work was to investigate the phytotoxic and antibacterial properties of extracts and
metabolites from leaves and rootsEf heterophylla Leaf extracts were obtained by
maceration using hexane, ethyl acetate, and methanol, successively. Root extracts were
produced in a Soxhlet apparatus using hexane and methanol, successively. Allelophatic
properties of extracts and metabolites were accessed using seeds of sorghum, cucumber,
and lettuce. A phytochemical screening was used to a preliminary detection of the major
classes of metabolites present in the extracts, and these test revealed the presence of
riterpenes as major metabolites. Methanolic extracts from leaves and roots were subjected
to hydrolysis and derivatization prior to GC-MS analysis. Hexane and ethyl acetate
extracts were fractionated by column and preparative thin layer chromatography and the
isolated metabolites were purified and identifiedHyand'*C NMR methods. The GC-

MS analysis showed the presence of different long chain fatty acids in the methanol and
ethyl acetate extracts, with palmitic, linoleigslinolénic, and estearic acids being
identified as the major constituents. Fractionation of the hexane extracts from roots lead
to the isolation of the triterpenes identifiedfasitosterol, germanicol hexanoate, lupeol
acetate, taraxasterol acetate, and pseuto taraxasterol acetate, a mixture consfituted by
sitosterol and stigmaterol, and a mixturecondg-amyrin acetates. Fractionation of the
hexane extracts from leaves led to a mixture of lupeaimyrin ands-amyrin acetates.

Fractionation of ethyl acetate extracts from leaves led to the isolation of lupeol acetate
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and to a mixture of-amyrin andg-amyrin acetates. Hexane extracts from leaves and
roots showed only a discrete phytotoxic activity, while ethyl acetate and methanol extracts
showed moderated phytotoxicity for sorgum and lettuce sébdsantibacterial activities

of extracts and metabolites were accesse&taphylococcus aureulSTCC 29213,S.
aureusATCC 25923 eEscherichia coliATCC 29214 using the dilution and diffusion
tests. No antibacterial activity was observed for the assayed microorganisms at the
concentrations tested. Despite presenting low phytotoxic activity to be used as natural
herbicides, the ability of their chemical constituents to interfere on germination and
growth of other plant species may contribute to the high competitivene&s of

heterophyllain agricultural environments.
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1. INTRODUCAO

As plantas s@o capazes de produzir metabdlitos secundarios que desempenham
diferentes fungdes bioldgicas na relacdo da planta com o ambiente, formando um sistema
de defesa contra patdgenos, predadores e outras plantas (Bairglgu@D01;Rafinska
et al, 2016). Entre as diferentes classes de metabdlitos secundarios, podemos citar os
terpenos, alcaloides, flavonoides, taninos e fenilpropandides (Bouegaald 2001;
Barbehenn& Constabel, 2011; Seleem, Pa&iMurata, 2016; Bravettet al, 2017),
classes essas que possuem variadas atividades biolégicas de interesse farmacéutico. Em
funcado dessas propriedades, as plantas sao utilizadas na medicina tradicional ha milhares
de anos. Muitas dessas plantas medicinais, apesar do uso tradicional, s&o pouco estudadas
em relacdo a comprovacao das atividades terapéuteatentificacdo dos compostos
quimicos responsaveis pelas atividades (Detted, 2016).

A medicina popular utiliza esses produtos no tratamento de diversas
enfermidades como inflamag¢des, doencas no trato gastrointestinal, distlrbios do sistema
nervoso, dores, reumatismo, problemas respiratorios, doencas metabdlicas, infeccbes
provocadas por fungos, bactérias e virus, entre outros (Vliettradk 1995; Portilloet
al., 2001; Konéet al., 2004; Bhattacharjest al, 2011 Pradhan, Biswasro% Suri, 2013;
Bahmani, Zargara® Rafieian-Kopaei, 2014; Dutrat al, 2016; Liet al, 2018.
Atualmente, centenas de compostos isolados de extratos botanicos sdo comercializados
como farmacos, entre os quais podem citar-se a Vimblastina e Vincristina, isolados da
planta Catharanthus roseus utilizados no tratamento do cancer (Noble, 1998).
berberina, isolada do géneBerberisspp., apresenta propriedades antiviral, analgésica,
anti-hipertensiva antibacteriano (Cuet al, 2006; Pradhaet al, 2013).

Na agricultura, extratos botanicos podem ser utilizados como alternativas ao uso
de pesticidas sintéticos, particularmente na agricultura organica, podendo apresentar
possivelmente baixa toxidade e menor impacto ambiental quando comparados aos
pesticidas sintéticos (Miresmailk Isman, 2014; Ghosbkt al, 2015). Os pesticidas
botanicos sdo comercializados e empregados no tratamento dos mais diversos problemas
fitossanitarios, como por exemplo os pesticidas derivados da Blaphera flavescens
utilizado no controle de pulgbes, lagartas entre outras (Mires@adinan, 2014; Xiong
et al, 2016) Os componentes isolados dos extratos botanicos séo alvos de diferentes
pesquisas na busca por novos pesticidas. Os terpenodides isolados dégikEata

forbesii apresentam atividade antifingica frente aos fitopatdgdPlogophthora
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botryosa, Phytophthora palmivoeRigidoporus microporugloycharaet al, 2014). Os
alcaloides isolados da planRhazya strictaexibem atividade alelopatica sobre trigo,
alfafa, grama de centeio e rabanete selvagem (K&méiMutlaqg, 2004).

Metabolitos secundarios bioativos podem ser submetidos a reacdes de semi-
sintese ou serem utilizados como modelos para o desenvolvimento de novas moléculas,
com o objetivo de se obter novos compostos visando melhorar as atividades bioldgicas.
Um exemplo dessa abordagem é o trabalho desenvolvido por etien@015), no qual
foram sintetizados analogos ao alcaloiflearbolina. Os compostos sintetizados
apresentaram baixa toxidade e consideravel potencial para inibicdo de virus, fungos e
inseos causadores de doencas em plantas. Adirali(2014), realizaram modificacdes
na estrutura do ingenol, isolado da plaatghorbia tirucallj e avaliaram os compostos
guanto ao potencial de inibicdo do virus HIV. Os autores constataram o potencial dos
compostos como possiveis coadjuvantes no tratamento contra o virus, com baixa
toxidade.

O géneroEuphorbia apresenta potencial bioativo relatado para diferentes
espécies, comd. hierosolymitana(alelopéatica) (Abu-Romman, Shatna&i Shibli,

2010),E. hirta (antifangica) (Basmat al, 2011),E. helioscopia(antibacteriana) (Déet

al., 2015)E. peplugantifungica e inseticida) (Hwt al, 2017),E. peplus E. segetalis
(antiviral) (Nothias-Scagli@t al, 2015. A Euphorbia heterophylld.. € considerada

uma das principais plantas daninhas em importantes culturas agricolas, principalmente
soja, causando grandes prejuizos a agricultura brasileira (Rizzardi et al., 2004t Kern

al., 2009; Vargaet al, 2011; Kouakowet al, 2013). A espécie apresenta alto potencial
competitivo em ecossistemas agricolas, o que pode estar relacionado ndo apenas ao
crescimento rapido e habilidade de assimilacdo de nutrientes do solo, mas possivelmente
a capacidade de produzir metabdlitos que interfiram no crescimento de espécies vizinhas
(Gazzieroet al, 1998; Rizzardi et al., 2004; Gusmanal, 201). De fato, estudos
demonstram o efeito alelopético retardado de residuos de decomposicao de plantas dessa
espécie (Mohamed-SalednFawusi, 1988 Apesar de atuar como uma espécie invasora

e causar grandes prejuizos agricdiasieterophyllaapresenta-se Gtil para populacdes de
diferentes regides do planeta em funcéo de suas propriedades medicinais, sendo utilizada
na medicina popular em funcdo de supostas atividades anti-inflamatoria (Feti@un

2006), analgésica (Vamsidhat al, 2000), antimicrobiana e laxante (Jam8e&riday,

2010; Okeniyi, Adedoyir& Garba, 2012), além de diferentes propriedades relatadas
como cicatrizante (Jamés Friday, 2010), antidiabética (Annapur@aHatware, 2014),



antibacteriana (Fred-Jaiyesindé Abo, 2010) e antioxidante (Okeniyi, Adedoy&
Garba, 201p

Em virtude das propriedades do génetuphorbig particularmente da espécie
E. heterophyllao desenvolvimento de estudos sobre a fitoq@Emisobre as atividades
bioldgicas da planta sdo de grande interesse. Assim, o presente trabalho teve a finalidade
de avaliar as atividades fitotoxica e antibacteriana de diferentes extratos das raizes e
folhas dekE. heterophyllee caracterizar os constituintes quimicos presentes nos referidos

extratos.

2. OBJETIVOS

v Obter extratos botanicos das folhas e raizésugénorbia heterophyllatilizando
diferentes solventes

Investigar a composicao quimica dos extratos obtidos;

Isolar e identificar constituintes quimicos dos extratos;

Avaliar o potencial fitotoxico dos extratos;

ASERNERNERN

Avaliar o potencial antibacteriano dos extratos;

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedimentos quimicos gerais

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Andlise e Sintese de
Agroquimicos (LASA), no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigcosa
(UFV), Vicosa, Minas Gerais. Extracdes e procedimentos cromatograficos foram
realizados utilizando-se solventes de grau analitico. As separacfes cromatograficas em
coluna foram realizadas utilizando-se silica-gel 60 (70-230 mesh). As separac¢des por
cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa, foram realizadas em placas de
silica-gel 60 G F254 com 1,0 mm de espessura. Para isolamento de triterpenos, foram
utilizadas placas de CCD preparativa contendo nitrato de prata a 10% (mANGCEara
analitica, foram utilizadas placas de silica-gel 60 G F254 com 0,25 mm de espessura. As
placas de CCD foram reveladas com luz ultravioleta (254 e 366 nm) e/ou com solucéo de
vanilina. As analises por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), foram realizadas em equipamento Shimadzu GCMS-QP5050A, nas seguintes

condicOes operacionais: método por impacto de elétrons (70 eV); modo scan, m/z 30,00
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a 700,00; coluna capilar RTx5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 um); fluxo do gas de arraste (He)
1 mL min; razdo de split 1:5; temperatura do injetor 290 °C; temperatura do detector
290 °C; volume de inje¢do da amostra foi de 1,0 pL (1 mg mL* em CHCI,) com razdo

de Split 1:3. Amostras derivatizadas foram analisadas por CG-EM, operando com
temperatura inicial de 80 °C por 5 min., gradiente 4 °C'mié 300 °C. Os constituintes
quimicos foram identificados por comparacdo dos espectros de massas com aqueles
existentes no banco de dados do equipamento e pelo indice de retengéo (Isidorov et al.,
2007; Isidorov et al., 2008). Os extratos hexanicos e os constituintes quimico isolados
foram analisadas por CG-EM, operando com temperatura inicial de 40 °C por 5 min.,
gradiente 20 °C mihaté 300 °C. Os compostos e misturas isolados dos extratos foram
submetidos a andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)ed#e!*C operando

a 300 MHz pardH e 75 MHz para®C, solubilizadas em cloroférmio deuterado (CRC1

Os compostos foram identificados empregasea-metodologia proposta por Ol&a

Roque (1990), comparando-se os dados de RMRgos componentes obtidos com os
dados reportados na literatura. Os pesquisadores &l&oque (1990), propdem
relacionar os sinais dos carborspé caracteristicos de cada esqueleto triterpenico (tetra

e pentaciclico), com dados reportados na literatura facilitando o proesdsatificacdo

Os principais sinais nos espectros de RMRHitoram atribuidos em conformidade com
dados reportados na literatura. O experimento DEPT 135, foi realizado para auxiliar na
identificacdo dos compostos, estabelecendo o niumero de &tomos de hidrogénio ligado aos

atomos de carbono.

3.2 Coleta da planta e identificacdo da espécie

Os espécimes deuphorbia heterophylla. foram coletadas no periodo matutino,
no campo experimental Horta Velha, do Departamento de Agronomia da UFV
(20°46'431"S 42°51'452"Wem marco de 201®&ma exsicata da planta foi preparada e
encaminhada para o herbario da UFV, permanecendo armazenada sob o numero de
comprovante VIC 46799. A identificacdo da espécie foi confirmada pelo pesquisador
Otavio Luiz Marques da Silva, especialista em taxonomia do géng@fwrbig Instituto
de Botanica de S&o Paulo.



3.3. Preparo do material vegetal e obtencdo dos extratos organicos

As plantas foram submetidas a separacdo de folhas e raizes, que foram secas
separadamente em estufa a 40 °C. Os materiais secos foram submetidos a trituracéo
utilizando um liquidificador industrial e submetido a procedimentos de extracao.

As folhas secas e trituradas foram pesadas (1,479 kg), e transferidas para
erlenmeyers e extraadpor maceragao por 48 horas utilizando hexano, acetato de etila e
metanol, sucessivamente (Gaal, 2016). Em cada extracdo, foram utilizados 3,0 L dos
respectivos solventes. As extracdes com cada solvente foram feitas em triplicata. Os
extratos em cada um dos solventes foram reunidos e o solvente foi evaparado
evaporador rotativo a 40 °C, obtensiodessa forma os extratos das folhas em hexano
(EFH), em acetato de etila (EFA€Em metanol (EFME

O material obtido da trituracéo das raizes secas foi pesado (496,3 g), e em seguida,
submetido a extracdo em aparelho soxhlet por 3 horas (Pettdlg 2001; Rodriguez-
Solanaet al, 2014), utilizando 1,5 L de hexano e 1,5 L de metanol, sucessivamente. As
extragcbes com cada solvente foram feitas em triplicata. Agdsracdo, os solventes
foram evaporados em evaporador rotativo, levando a obtencdo dos extratos da raiz em
hexano (ERH) e em metanol (ERME

3.4 Triagem fitoquimica

Os extratos obtidos d& heterophylldforam submetidos a triagem de diferentes
metabdlitos secundarios por meio de testes para deteecalraloides, triterpenos,

compostos fendlicos, carboidratos e proteinas.

3.4.1. Alcaloides

Teste de DragendorffO reagente de Dragendorff foi preparado, dissolverglo 8
de subnitrato de bismuto (BION®I20) em 20 mL de acido acético e em seguida foi
transferida para um Becker contendo 50 mL de solu¢do aquosa de iodeto de potassio (KI)
3,3 mol ! (Jia& Tian, 2007). A um tubo de ensaio contendo 5 mL de agua destilada
foram adicionados cerca de 2 mg de extrato e em seguida foi adicionado gota a gota de
solucéo aquosa de acido cloridrico a 2 md] pelas paredes do tubo, @éompleta

dissolucdo do extrato. A seguir, foi adicionado 1 mL da solucdo de reagente de



Dragendorff. A presenca de alcaloides foi detectada pela formagcdo de um precipitado
laranja-avermelhado (Sihet al, 2010; Silva& Lima, 2016).

Testede Wagner O reagente de Wagner foi preparado dissolvendo-se 1,27 g de
iodo e 2 g de iodeto de potassio em 100 mL de agua destilad&(Mahlberg, 1981).
Cerca de 2 mg de extrafm transferido para tubo de ensaio, em segdaadicionada
solucao de acido cloridrico a 1,5% (v/v) até a completa dissolu¢éo do extrato. Em seguida
foram adicionadas 8 gotas de reagente de Wagner. A formagao de um precipitado amarelo
ou marrom foi considerada como indicativa da presenca de alcaloides&Siivaa,
2016).

3.4.2. Triterpenos

Teste de Liebermann-BurchardA um tubo de ensaio foram adicionados cerca
de 2 mg de extrato e 2 mL de anidrido acético. A mistura foi homogeneizada e aquecida
até ebulicdo. Apés o resfriamento da solucéo, o tubo foi mantido em banho @d gelo
mL de &cido sulfarico concentrado foi adicionado cuidadosamente. O aparecimento da
coloracao verde para résea indicou a presenca de triterpenose(ily2010; Silva&

Lima, 2016.

Teste de SalkowskiCerca de 2 mg de extrato foram diluidos em 1 mL de
cloroférmio e, em seguida, 5 gotas deSk: concentrado foram cuidadosamente
adicionadas pelas paredes do tubo. O aparecimento da coloracdo vermelho-marrom na
interface entre as duas fases liquidas indicou a presenca de triterpenos (Edeodga, Okwu
Mbaebie, 2005; Ayoolat al, 2008).

3.4.3. Carboidratos

Teste de Keller Killiani:A um tubo de ensaio foram adicionados cerad g
do extrato diluido em 2 mL de etanol. Foram adicionados 0,4 mL de &cido acético glacial
e 5 gotas de cloreto férrico a 5% (m/v). A mistura foi agitada e 0,5 mL.8€xH
concentrado foi adicionado pelas paredes do tubo. O aparecimento da coloracdo
vermelho-marrom na fase inferior e verde azulada na fase superior indicou a presenca de
carboidratos (Edeoga, OkvéuMbaebie, 2005; Silv& Lima, 2016.



3.4.4. Proteinas

Teste de BiuretpA um tubo de ensaio foi adicionado cerca de 1 mg do extrato,
diluido em 1 mL de etanol, seguida a adicdo de 5 gotas de solucdo aquosa de sulfato de
cobre a 1% (m/v). Em seguida foram adicionados 2 mL de solu¢do aquosa de hidroxido
de sédio (NaOH) a 10% (m/v). A confirmacdo do teste foi avaliada mediante o

aparecimento da coloragéo purpura ou violeta (Layne, 1957).

3.4.5. Fendlicos

Teste de Shinoda um tubo de ensaio cerca de 2 mg de extrato foram misturados
a 5 mL de etanol, logo apo6s foi adicionado 0,5 mL de HCI 10% (v/v) e uma pequena fita
de magnésio. A reacdo foi confirmada pelo aparecimento da coloracdo avermelhada ou
castanha (Silvet al., 2010).

Teste com cloreto férricoA um tubo de ensaio cercea @ mg de extrato foram
misturados a 5 mL de etanol seguida a adicdo de 5 gotas de solucdo aquosa de cloreto
férrico (FeC$) a 10% (m/v). A reacdo foi confirmada mediante o aparecimento da
coloracéo azulada ou violeta indicando a presenca de compostos fendlicost(&lilva
2010).

3.5 Extracao de alcaloides

Os extratos EFME (22,0 g) e ERME (29,9 g) foram suspensos em 400 mL de
solucéo de acido cloridrico 5% (m/v) e a suspensao foi extraida com acetato de etila (6 x
300mL) para o EFME, e diclorometano (6 x 300 mL) para ERME étial, 2016). A
fase organica foi separada, seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada, e o solvente foi
removido em evaporador rotativo (Gutiéregzal, 1999; Liuet al, 2016), obtendo-se as
fracOes de extracdo liquido-liquido ap6s a acidificacdo de EF-ERME denominadas
de EFMEAc e ERMEAc. A fase aquosa foi coletada, alcalinizada com hidroxido de
amonio até pH 10 e extraida como acetato de etila (300 mL x 6) para o EFME,
diclorometano (300 x 6) para ERME (Lét al, 2016). A fase organica foi separada e o
solvente evaporado, obtendo-se as fragcbes de extracdo liquido-liquido apos a
alcalinizacdo denominadas EFMEAIERMEAIc. Essas fragbes foram submetidas ao

teste de Dragendorff para deteccao de alcaloides.



3.6 Hidroélise

Os extratos obtidos em acetato de etila e metanol foram submetidos a hidrélise em
gue 20 mg de cada extrato foram transferidos para baldo de duas vias, seguido da adi¢cao
de 10 mL de solugdo aquosa de hidroxido de potassio 1 tneiLmetanol 10% (v/v)

(Freire, Silvestr& Neto, 2002). A solucao foi aquecida a 100 °C em banho de glicerina,
sob refluxo, em atmosfera de nitrogénio durante uma hora (Freire, Sil@edteto,

2002). Apos atingir a temperatura ambiente a solucao foi acidificada com solucédo aquosa
de acido cloridrico 1 moltaté pH ~ 2. O material foi extraido com diclorometano (3 x

10 mL), seco sob sulfato de magnésio anidro e o solvente foi evamonasl@porador
rotativo (Freire, Silvestr& Neto, 2002 Silvério et al., 2007).

3.7 Derivatizacdo/CGEM

Os extratos em acetato de etila e metanol, tanto submetidos quanto ndo submetidos
a hidrdlise prévia, foram derivatizados. Aproximadamente 3 mg de cada dgtrato
transferido para um vial de fundo cénican Eeguida foram adicionados 60 pL de
piridina anidra seguida a agitacao por vortex, logo ap6s adicionou-3e.100ON,O
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) (Freire, Silvest®Neto, 2002; Silvéricet
al., 2007 Isidoroet al, 2008). A mistura reagente foi colocada em banho de glicerina a
70 °C durante 30 minutos e submetido a analise por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG-EM) (Freire, Silvéstieto, 2002Silvérioet al, 2007).
A identificacdo dos componentes dos extratos derivatizados foram realizadas através da
similaridade (acima de 90%), dos espectros de massas comparados com a biblioteca (Nist-
11 e Wiley-7), seguida a confirmacéo através da comparacao dos indices de retencdo com
a literatura (Isidoroet al., 2007 Isidorovet al, 2008).

Os indices de retencao foram obtidos através da equacéo de Van Den Dool e Kratz
(1) (Isidorovet al., 2008).

IR = 100N+ 100[(t'rA) — (’=N)]
t(rX) — (t’rRN)

Equacéo (1)

Onde:t’rA, é 0 tempo de retencdo do composto de interesse; N, € o numero de
atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencdo anterior ao tempo de

retencdo de At’rN, é o tempo de retencdo do hidrocarboneto anterior ao tempo de
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retencdo de At’rX, € 0 tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retengéo
posterior ao do composto A. Os numeros de carbonos e os tempos de retencao
empregados nos calculos foram obtidos em relacdo a injecdo de padrdo (mistura de
alcanos lineares de 10 a 30 atomos de carbonoy(GABM nas mesmas condicfes

consideradas para os extratos derivatizados (Isidzral; 2008).

3.8 Isolamento de constituintes quimicos dos extratos em hexanoEléheterophylla

3.8.1 Extrato da raiz em hexano

O extrato das raizes @e heterophyllaem hexano (ERH) (3,0 g) foi fracionado
através de uma série de separacdes cromatograficas por cromatografia em camada
delgada (CCD) preparativa, utilizando hexano: diclorometano 1:1 (v/v), eluidas duas
vezes. Apos as eluicdes, as placas de CCD tiveram suas laterais reveladas com solugéo
acida de vanilina obtendse 12 bandas. As bandas foram raspadas, eluidas com acetato
de etila e as trés fragdes principais, denominadas F1= 96,4 mg (Rf= 0,06), F2= 342,0 mg
(Rf=0,38) e F3=94,0 mdrf= 0,54), foram submetidas a novas etapas de fracionamento.

A fragcdo F1 foi submetida a separacdo por CCD preparativa utilizando
diclorometano como fase movel, levando a obtencao de duas subfrag6es majoritarias. As
analises por CG-EM mostraram que a fracdo F1.1 (15,6 mg) correspondia ao composto
p-sitosterol(1) e que a fragdo F1.2 (20,0 mg) correspondia a uma mistura contgndo o
sitosterol(1) + estigmasterq(2).

As amostras F2 e F3 foram dissolvidas em etanol a quente e mantidas em repouso
por 48 horas. O precipitado formado foi lavado com etanol a frio e coletado. A fase liquida
foi concentrada em evaporador rotativo e novamente dissolvida em etanol a quente. Esse
processo foi repetido até que ndo fosse produzido precipitado. O sélido obtido a partir da
fracdo F2, denominado F2-A foi submetido a CCD preparativa utilizando como fase
estacionaria silica gel contendo Agh#10% (m/m). Em cada placa foi aplicada solugcéo
de 100 mg do precipitado em quantidade de diclorometano suficiente para dissolugao. A
placa foi eluida em hexano:diclorometano 1:1 (v/v), levando a obtenc&o do acetato de
lupeol (3), acetato de taraxaster@), acetato de pseudo-taraxastef®), acetato de
germanicol6) e uma mistura de acetatoddamirina(7) + acetato dg-amirina(8) (26,5
mg). A amostra F3, foi reprecipitada em etanol (F3-A) e identificada como hexanoato de
germanicol(9). Os componentes obtidos foram submetidos a andlise por RV ele
de®®C.



p-Sitosterol (1):

Formula molecular: §Hs00. Aspecto: solido branco. CCDs B,26 [Diclorometano].
Massa: 15,6 mg, RMN d#l (300 MHz écpck = 7,29 §: 5,35 (1H, dJ = 5,0 Hz, H-6),

3,52 (1H, m, H-3), 2,24 (2H, m, H-4), 1,99 (2H, m, H-7)81a81,79 (3H, m, H-16; H-

25), 1,01 (5H, s, H-19; H-28), 0,92 (3H,X+ 6,4 Hz, H-21), 0,87 a 0,83 (5H, m, H-22;
H-29), 0,81 a 0,75 (6H, m, H-26; H-27), 0,68 (3H, s, H-18). RMK@&75 MHz,dcpcl:
=77,0 6: 140,7 (C-5), 121,7 (C-6), 71,8 (C-3), 56,7 (C-14), 56,0 (C-17), 50,1 (C-9), 45,8
(C-24), 42,3 (C-4), 42,3 (C-13), 39,7 (C-12), 37,2 (C-1), 36,5 (C-10), 36,1 (C-20), 33,9
(C-22), 31,9 (C-8), 31,6 (C-7), 29,7 (C-2), 29,1 (C-25), 28,2 (C-16), 26,0 (C-23), 24,
(C-15), 23,0 (C-28), 21,1 (C-11), 19,8 (C-26), 19,4 (C-27), 19,0 (C-19), 18,8 (C-21), 12,0
(C-18), 11,9 (C-29). EM (IE, 70 eVin/z(%): 414 (54, M"), 396 (46), 381 (47), 329 (62),
303 (48), 213 (72), 145 (62), 119 (57), 43 (100).

Estigmasterol (2):

Formula molecular: gH4g0. Aspecto: sélido branco. CCDs R,20 [Diclorometano].
RMN de!H (300 MHz écpck = 7,26)8: 5,35 (1H, dJ = 4,8 Hz, H-6); 5,15 (1H, dd,=

15,1; 8,3 Hz, H-22); 5,00 (1H, dd= 15,1; 8,3 Hz, H-23), 3,52 (1H, A= 10,6; 4,73

Hz, H-3). RMN de'C (75 MHz, dcock = 77,0)8: 140,7 (C-5), 138,3 (C-22), 129,2 (C-
23), 121,7 (C-6), 71,8 (C-3), 56,8 (C-14), 55,9 (C-17), 51,2 (C-24), 50,1 (C-9), 45,8 (C-
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25), 42,3 (C-4), 42,2 (C-13), 40,5 (C-20), 36(B12), 37,2 (C-1), 36,5 (C10), 33,7 (C-

8), 31,6 (C-7), 29,4 (C-16), 28,9 (C-2), 25,4 (C-11), 24,3 (C-28), 24,3 (C-15), 21,2 (C-
21), 19,8 (C-27), 19,4 (C-26), 19,0 (C-19), 12,2 (C-29), 12,0 (C-18). EM (IE, 70ne¥/),
(%): 412 (25, M), 394 (4), 379 (¥, 351 (16), 300 (13), 271 (23), 255 (34), 229 (9%),
213 (24), 83 (77), 55 (100).

Acetato de lupeol(3):

Formula molecular: &Hs20.. Aspecto: sdido branco. CCD: R 0,13
[hexano:diclorometano 1:1(v/v)]. Massa: 27,1 mg. RMNHI€300 MHz écbck = 7,26)

5. 4,68 (1H, s, H-29), 4,56 (1H, s, H-29), 4,47 (1H,Jw,10,0; 6,1 Hz, H-3), 2,37 (1H,
dt,J=11,1; 5,6 Hz, H-19), 2,04 (3H, s, H-2"), 1,68 (5H, s, H-1; H-2; H-30), 1,50 (1H, m,
H-1), 1,46 (1H, m, H-2), 1,02 (3H, s, H-26), 0,93 (3H, s, H-27), 0,84 (9H, m, H-23; H-
24; H-25), 0,78 (3H, s, H-28). RMN d& (75 MHzdcbck = 77,0)6: 171,1 (C1°), 151,0
(C-20), 109,3 (C-29), 81,0 (C-3), 55,3 (C-5), 50,3 (C-9), 48,3 (C-18), 48,0 (C-19), 43,0
(C-17), 42,8 (C-14), 40,8 (C-8), 40,0 (C-22), 38,4 (C-1), 38,0 (C-4), 37,8 (C-13), 37,1
(C-10), 35,5 (C-16), 34,2 (C-7), 29,8 (C-21), 27,9 (C-23), 27,4 (C-2), 25,1 (C-15), 23,7
(C-12), 21,3 (C2’), 20,9 (C-11), 19,3 (C-30), 18,2 (C-6), 18,0 (C-28), 16,5 (C-25), 16,2
(C-26), 16,0 (C-24), 14,5 (C-27). EM (IE, 70 eW)(z(%): 468 (9, M"), 453 (7), 408 (4),

393 (8), 218 (22), 203 (35), 189 (100), 121 (78), 107 (72), 43 (64).
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Acetato de taraxasterol(4):

Formula molecular: &Hs20.. Aspecto: solido branco. CCD: {R 0,16
[hexano:diclorometano 1:1(v/v)]. Massa: 10,7 mg. RMNHI€300 MHz écbck = 7,26)

0. 4,60 (2H, m, H-30), 4,48 (1H, m, H-3), 2,15 (1H, m, H-19), 235, s, H2’), 1,02

(7H, m, H-18; H-26; H-27), 0,92 (3H, s, H-28), 0,87 (3H, s, H-23), 0,86 a 0,81 (10H, s,
H-24; H-25; H-29), 0,73 (1H, s, H-5). RMN &€ (75 MHz,6cpck = 77,0 d: 171,1 (C-

1’), 154,7 (C-20), 107,1 (C-30), 81,0 (C-3), 55,4 (C-5), 50,4 (C-9), 48,6 (C-18), 42,0 (C-
14), 40,9 (C-8), 39,4 (C-19), 39,1 (C-13), 38,8 (C-16), 38,4 (C-22), 38,3 (C-1), 37,8 (C-
4), 37,0 (C-10), 34,5 (C-17), 34,0 (C-7), 27,9 (C-23), 26,6 (C-15), 26,1 (C-12), 25,6 (C-
21), 25,5 (C-29), 23,7 (C-2), 21,4 (C-11), 21,32¢-19,5 (C-28), 18,2 (C-6), 16,5 (C-

24), 16,3 (C-26), 15,9 (C-25), 14,7 (C-27). EM (IE, 70 a¥)z (%): 468 (5, M), 408

(5) m/z, 365 (3), 229 (6), 190 (32), 189 (100), 109 (56), 95 (58).

Acetato de pseudo-taraxasterof5):

Formula molecular: &Hs20,. Aspecto: solido branco. CCD: fR 0,26
[hexano:diclorometano 1:1(v/v)]. Massa: 10,8 mg. RMNHI¢300 MHz écbck = 7,26)
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0: 5,26 (1H, dJ = 6,7Hz, H-21), 4,49 (1H, m, H-3), 2,05 (3H, s, M), 1,64 a 1,61 (6H,

s, H-2; H-12; H-30), 1,06 a 1,03 (5H, s, H-26; H-18; H-15), 0,98 (3H=06,6 Hz, H-

29), 0,94 (4H, s, H-27; H-1), 0,88 (3H, s, H-23), 0,86 a 0,83 (6H, s, H-24; H-25), 0,73
(3H, s, H-28). RMN dé&3C (75 MHz dcock = 77,0 J: 171,0 (C1°), 139,8 (C-20), 118,9
(C-21), 81,0 (C-3), 55,4 (C-5), 50,3 (C-9), 48,6 (C-18), 42,3 (C-14), 42,2 (C-22), 41,1
(C-8), 39,2 (C-13), 38,4 (C-1), 37,8 (C-4), 37,0 (C-10), 36,7 (C-16), 36,3 (C-19), 34,4
(C-17), 34,1 (C-7), 27,9 (C-23), 27,6 (C-2), 27,0 (C-12), 23,7 (C-15), 22,5 (C-29), 21,6
(C-30), 21,6 (C-11), 21,3 (€%, 18,2 (C-6), 17,7 (C-28), 16,5 (C-25), 16,4 (C-26), 16,0
(C-24), 14,7 (C-27). EM (IE, 70 eV)n/z(%): 468 (7, M'), 408 (8), 393 (6), 249 (11),
204 (11), 189 (100), 175 (18), 135 (23), 121 (50), 107 (36), 95 (45), 81 (27).

Acetato de germanicol6)

Formula molecular: &Hs20.. Aspecto: soélido branco. CCD: (R 0,32
[hexano:diclorometano 1:1(v/v)]. Massa: 21,9 mg. RMNHI¢€300 MHz écbck = 7,26

5. 4,86 (1H, s, H-19), 4,48 (1H, m, H-3), 2,04 (3H, ’K-1,07 (3H, s, H-25), 1,01 (3H,

s, H-28), 0,93 (6H, s, H-29, H-30), 0,90 (3H, s, H-26), 0,84 (6H, s, H-23; H-24), 0,73
(3H, s, H-27). RMN dé3C (75 MHz écpck = 77,0)9: 171,0 (C1°), 142,7 (C-18), 129,7
(C-19), 80,9 (C-3), 55,5 (C-5), 51,1 (C-9), 43,3 (C-14), 40,7 (C-8), 38,6 (C-1), 38,4 (C-
13), 37,8 (C-4), 37,7 (C-16), 37,3 (C-22), 37,1 (C-10), 34,5 (C-7), 34,3 (C-17), 33,3 (C-
21), 32,3 (C-20), 31,3 (C-29), 29,2 (C-30), 27,9 (C-23), 27,5 (C-15), 26,2 (C-12), 25,2
(C-28), 23,7 (C-2), 21,3 (@?), 21,1 (C-11), 18,1 (C-6), 16,8 (C-26), 16,5 (C-24), 16,1
(C-25), 14,5 (C-27). EM (IE, 70 eVin/z(%): 468 (6, M"), 453 (15), 408 (1), 393 (4),

231 (10), 218 (14), 204 (76), 189 (100), 177 (62).
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Acetato dea-amirina (7):

Formula molecular: &Hs:0.. Aspecto: solido  branco. CCD: (R 0,42
[hexano:diclorometano 1:1 (v/v)]. RMN de (300 MHz scpck = 7,26)0: 5,11 (1H, tJ

= 3,7 Hz, H-12), 4,50 (1H, dd,= 6,6; 9,5 Hz, H-3), 2,08 (s, Bf, 1,92 (m, H-20), 1,89

(m, H-11), 1,06 (s, H-27), 1,00 (s, H-26), 0,97 (s, H-25), 0,89 a 0,84 (m, H-23; H-24; H-
30), 0,79 (s, H-28; H-29). RMN déC (75 MHz écpck = 77,0)6: 171,0 (C-17), 139,6 (C-

13), 124,3 (C-12), 80,9 (C-3), 59,0 (C-18), 55,2 (C-5), 47,6 (C-9), 42,0 (C-14), 41,5 (C-
22), 40,0 (C-8), 39,6 (C-20), 39,6 (C-19), 38,4 (C-1), 37,7 (C-4), 36,8 (C-10), 33,7 (C-
17), 32,8 (C-7), 31,2 (C-21), 28,7 (C-28), 28,1 (C-23), 26,7 (C-15), 26,6 (C-16), 23,6 (C-
2), 23,3 (C-11), 23,2 (C-27), 21,4 (C-30), 21,3 (C-2), 18,2 (C-6), 17,5 (C-26), 16,8 (C-
29), 16,8 (C-24), 15,7 (C-25). EM (IE, 70 e¥){z(%): 468(1, M), 408 (12), 365 (16),

255 (8), 270 (6), 218 (100), 203 (30), 189 (36), 175 (25), 147 (29), 135 (36) 55 (88).

Acetato deg-amirina (8):

Formula molecular: &Hs20,, Aspecto: solido branco, CCD: R 0,42
[hexano:diclorometano 1:1(v/v)]. RMN del (300 MHz écpck = 7,26)6: 5,17 (t,J= 3,6
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Hz, H-12), 4,50 (1H, ddJ = 6,6; 9,5 Hz, H-3), 2,08 (s, B). RMN de’3C (75 MHz

dcock = 77,0)8: 171,0 (C1°), 145,2 (C-13), 121,6 (C-12), 80,9 (C-3), 55,2 (C-5), 47,5
(C-9), 47,2 (C-18), 46,7 (C-19), 41,7 (C-14), 40,0 (C-4), 38,2 (C-1), 37,7 (C-8), 37,1 (C-
22), 36,8 (C-10), 34,7 (C-21), 33,3 (C-29), 32,6 (C-7), 32,5 (C-17), 31,1 (C-20), 28,4 (C-
28), 28,1 (C-23), 26,9 (C-16), 26,1 (C-15), 25,9 (C-27), 23,6 (C-30), 23,6 (C-2), 23,6 (C-
11), 21,3 (C2°), 18,2 (C-6), 16,8 (C-26), 16,8 (C-25), 15,5 (C-24). EM (IE, 70 ¥z

(%): 468 (1, M*), 408 (10), 218 (100), 203 (66), 204 (16), 190 (14), 189 (33) e 55 (83).

Hexanoato de germanico(9):

7,
2,
“
2

24 3

Formula molecular: €HsoO2, Aspecto: solido branco, Massa: 29. RMN de'H (300

MHz, dcbck = 7,26)5: 4,86 (1H, s, H-19), 4,48 (1H, m, H-3), 2,28 (3H, m2kH-13),

1,07, (3H, s, H-25), 1,01, (3H, s, H-28), 0,94, (6H, s, H-20; H-30), 0,90 (6H, s, H-26; H-
6°), 0,84, (6H, s, H-23; H-24), 0,73 (3H, s, H-27). RMN3#@ (75 MHz dcbck = 77,0)

0: 173,7 (C1), 142,7 (C-18), 129,7 (C-19), 80,6 (C-3), 55,5 (C-5), 51,1 (C-9), 43,3 (C-
14), 40,7 (C-8), 38,6 (C-1), 38,4 (C-13), 37,8 (C-4), 37,7 (C-22), 37,3 (C-16), 37,1 (C-
10), 34,8 (C2°), 34,5 (C-7), 34,3 (C-17), 33,3 (C-21), 32,4 (C-20), 31,34(¢-31,3 (C-

29), 29,2 (C-30), 27,9 (C-23), 27,5 (C-15), 26,2 (C-12), 25,2 (C-28), 2438)(C3,7

(C-2), 22,3 (C5°), 21,1 (C-11), 18,1 (C-6), 16,8 (C-26), 16,6 (C-25), 16,1 (C-24), 14,6
(C-27), 13,9 (C¢’). EM (IE, 70 eV),m/z(%): 524 (4, M), 509 (10), 408 (2), 393 (6),
218 (13), 204 (79), 189 (100), 177 (60), 99 (16), 71 (22).

3.8.2 Extrato da folha em hexano

O extrato das folhas em hexano (EKHP g), foi fracionado em coluna de silica-
gel 60 (60-230 mesh), utilizando como fase mével hexano e acetato de etila nas

proporgdes 99:1; 95:5; 9D (v/v). As fragcOes obtidas foram agrupadas em 6 fragbes de
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acordo com a similaridade em CCD analitica. A fracdo 1 (1,3 g), foi submetida a CCD
preparativa utilizando como fase estacionaria (silica gel), aplicando solugcédo de 100 mg
do material em quantidade de diclorometano suficiente para dissolucédo. Adqiacas
eluidas em hexano:diclorometano 1:1 (v/v), obtesel@3 bandas. As bandas foram
raspadas e extraidas com acetato de etila, levando a obtencéo da fracao principal F1.1
(143,3 mg), que foi submetida ao procedimento de reprecipitacdo, sendo esta dissolvida
em etanol a quente e mantida em repouso por 48 horas. O precipitado formado (F1.1a),
foi lavado com etanol a frio e coletado, a fase liquida foi concentrada e novamente
reprecipitada até que nao fosse produzido o precipitado. O sélido (37,0 mg), formado foi
caracterizado como uma mistura dos compostos acetato de (Bpeatetato den-
amirina(7) e acetato dg-amirina(8).

3.8.3 Extrato da folha em acetato de etila

O extrato das folhas em acetato de etila (EFAC) foram fracionados por
cromatografica a vacuo em coluna de silica-gel 60 (60-230 mesh), utilizando como fase
mével hexano e acetato de etila nas proporgdes 99:1; 98:2; 98:6; 8010 (v/v). As
fracOes obtidas foram agrupadas em 10 frag6es de acordo com a similaridade em CCD
analitica, que foram submetidas a analise por CG-EM.

A fracdo 1 (8,4 g) foi selecionada para fracionamentos subsequentes utilizando
cromatografia em coluna de (silicajgeltilizando a fase mdvel hexano/diclorometano
4:1 e 1:1 (vlv), produzindo 13 fra¢des (F1.0 a F1.12). A fragdo F1.4 (0,71 g), foi
dissolvida em etanol a quente e mantida em repouso a 10 graus durants4&vamdo
a formacdo de um precipitado branéofase liquida foi concentrada em evaporador
rotativo e novamente submetida ao processo de precipitacdo. Esse procedimento foi
repetido até a diminuicdo consideravel da massa de amostra restante em fase liquida. Ao
final, foram obtidos 0,36 g de precipitado branco que entado foi submetido a cromatografia
em coluna (silica-gglutilizando como fase mével hexano/diclorometano 3:1 (v/v). Essa
etapa de fracionamento levou a obtencao de duas fra¢cdes, uma delas caracterizada como
0 composto acetato de lupeol (7,1 r{®)e outra como uma mistura (15,9 mg), contendo

0S compostos acetato demirina(7) e acetato dg-amirina(8).
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3.9 Atividade alelopatica dos extratos obtidos da plantauphorbia heterophylla

A avaliagdo do efeito alelopatico dos extratos obtidoEdéeterophyllafoi
realizada através de testes de inibicdo de germinacao e crescimento radicular, utilizando
sementes d8orghum bicolot.. (sorgo) Cucumis sativuk. (pepino)e Lactuca sativa.
(alface). O experimento foi esquematizamo delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) em esquema J7xx 4 x 3 + 1). As solugbes aquosas dos extratos
foram preparadas em Tween®0,5% (v/v) nas concentracdes de 0 (controle), 0,1, 0,5,
1,0 e 2,0 mgnLt. As emulsdes preparadas foram transferidas em quantidades de 5 mL
para cada placa de Petri com 8 cm de diametro, contendo 20 sementes sobre um papel de
germinacao (Folegt al, 2010). As placas foram seladas e transferidas para camara de
germinacdao tipo BOD (Biochemical Oxigen Demaadgmperatura de 25 °C, durante
um periodo de quatro dias, sob fotoperiodo de 24 horas para as sementes de alface e sem
iluminacao para as sementes de sorgo e pepino (Tenahz2014). Apos este periodo,
as sementes foram fotografadas e o crescmtkrs caules e radsforam medidos através
do software Photomed. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade, utilizando o software Assistat (S#v#&zevedo, 2016).

3.10 Atividade antibacteriana dos extratos e seus derivados obtidos da planta

Euphorbia heterophylla

3.10.1 Teste antimicrobiano por diluicéo

O teste de sensibilidade foi realizado conforme as normas estabelecidas pela
Clinical and Laboratory Standards Institu(€LSI) (NCCLS, 2003).

As cepas das bactérias das espé@eaphylococcus aureusTCC 29213,S.
aureus ATCC 25923 (cepa multirresistente)Bscherichia coliATCC 29214 foram
inicialmente cultivados (37 °@vernight)em meioMueller-Hinton (MH, HIMEDIA,
Mumbai, India). Posteriormente, as culturas foram centrifugadas (28000xmin) e o
indculo foi padronizado por comparacdo visual usando escala McFarland
(correspondendo a uma populacgéo final de 1 a 2 WECmL? deE. coli). Foi utilizado
meio MH como padrdo e 40,25 pL dos extratos ERH, EFH, ERME, EFME, EFAC,
ERMEAc e EFMEAC e os compostos 1; 3-6 e 9 e as misturas contendo os compostos 1,2;

7,8; 3,7,8, (2 mgnL™Y), como teste antibacteriano. As solu¢bes-teste foram obtidas pela
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dissolucdo em tween 80 a 4% (v/v). O experimento foi realizado em duas repeticdes,
triplicata, em placa de microdiluicdo contendo 96 pocos (TPP, Trasadingen, Suica). A
concentracéo testada foi de 400mig? e o volume de indculo utilizado foi de 25 pL em
175 pL de meio. Os controles positivos (meio de cultura, sem composto, com indculo)
foram utilizados para verificar o crescimento dos microrganismos em MH e os controles
negativos (meio de cultura sem inéculo e sem composto; meio de cultura semeénoculo
com composto) para comprovar a esterilidade do meio foram realizados em auséncia de
nisina.

A incubacéo foi realizada a 37 °C durante 48 h e foram obtidas as densidades
Opticas a 600 nm em leitor de placas de microdiluicdo (THERMO
SCIENTIFIC, Vantaa, Finland) para verificar se houve inibicdo do crescimento dos

microrganismaos.

3.10.2 Teste de sensibilidade por difusao

As atividades antimicrobianas também foram avaliadas por difusdo em meio
sélido de acordo com as normasG@linical and Laboratory Standards Institu@LSI
(CLSI, 2005). Os microrganismos utilizados fore®n:aureusATCC 29213,S. aureus
ATCC 25923 &. cdi ATCC 29214, cultivados em meio MH aerobicamente a 37 °C por
24 horas. Posteriormente, as culturas foram centrifugadas (280®@»xnin) e o inéculo
foi padronizado por comparacéao visual usando escala McFarland (correspondendo a uma
populacio final de 1 a 2 xAOFCmL?! deE. coli). Cada microrganismo foi adicionado
(pour platg aos meios MH, agar 1,5% (m/v), numa concentracdo de 10% (v/v). Apés
solidificacdo do meio, pocos de 5 mm de diametro foram utilizados para adi¢cdo dos
extratos ERH, EFH, ERMBEFRME, EFAC, ERMEAc e EFMEAC e 0os compostos 1§ 3-
e 9 e as misturas contendo os compostos 1,2; 7,8; 3,7,8, como teste antibacteriano (2 mg
mL1). As placas foram condicionadas a 4 °C por overnigtht para a completa difusdo das
solucBes-teste em meio solido e posteriormente incubadas a 37 °C por 24 h. Os halos de
inibicdo foram mensurados e a atividade foi determinada de acordo com a zona de
inibicdo visivel, considerando um raio minimo de 3 mm, a partir da borda do orificio do

poco. O experimento foi realizado em duas repeticdes, triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtengéo e caracterizacao dos extratos

As extracdes das folhas @e heterophyllaforam realizadas com trés tipos de
solventes, através do método de maceragdo visando separar grupos de compostos de
diferentes polaridades. Os extratos das raizes dessa planta foram obtidos através do
método de extracdo por soxhlet, utilizando os solventes metanol e hexano separadamente.
Os diferentes tipos de solventes proporcionaram a obtencédo de diferentes grupos de
componentes de acordo com a polaridade. O metanol é geralmente utilizado para extragéo
de alcaloides, flavonoides e acidos graxos e o hexano para compostos menos polares,
como triterpenos (Rodriguez-Solagtaal, 2014; Pathomwichaiwat al,, 2015).

As massas e os rendimentos dos extratos das folhas e raizdsetierophylliee

0s solventes correspondentes seguem reportados na tabela 1.

Tabela 1: Rendimento dos extratos He heterophylla

Extrato Massa (g) Rendimento (%)
ERH 7,54 1,6
ERME 31,60 6,7

EFH 8,75 0,6

EFME 25,95 1,7

EFAC 15,47 1,0

Extrato da raiz em hexano (ERH) e em metanol (ERME), Extrato da folha em hexano
(EFH), em metanol (EFME) em acetato de etila (EFAC).

A marcha fitoquimica foi realizada visando classificar as classes de componentes
distribuidos nos extratos, afim de especificar os procedimentos e métodos a serem
utilizados no isolamento dos compostos de interesse. Os resultados dos testes para as

diferentes classes de metabdlitos secundarios estdo dispostos na tabela 2.
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Tabela 2: Classes quimicas encontradas para os extrateshierophylla

Extratos Alcaloides  Triterpenos Carboidrato Proteina Fendlicos

D \Y L-B  As KK B S C
ERH - - + + - - - -
ERME + + + + + - - -
EFH - - + + - - - -
EFME + + + + + - - -
EFAC - - + + + - - -

Extrato da raiz em hexano (ERH) e em metanol (ERNEEtrato da folha em hexano
(EFH), em metanol (EFME) e em acetato de etila (EFAC). Teste de Dragendorff (D),
Vagner (V), Liebermann-Burchard (L-B), Salkawsk (Sa), Keller Killian (KK), Biureto
(B), Shinada (S), Cloreto Férrico (C).

Os extratos obtidos em metanol indicaram, pela marcha fitoquianpzsssivel
presenca de alcaloides, triterpenos e carboidratos. Os extratos em hexano e acetato de
etila indicaram a presenca de triterpenos (Tabela 2). JarRaday (2010), constataram
a presenca de alcaloides, saponinas, flavonoides e taninos para os extratos aquosos e
etanoicos da plantk. heterophfa. Os extratos metanoicos do caule e folhade
heterophyllaavaliados por Okeniyet al (2012), apresentaram em sua COmMpOSIGAo
saponinas, carboidratos, triterpenos, flavonoides e taninos. A fracdo do extrato botanico
da planteE. heterophyllaem etanol obtida por Fred-JaiyesgnAbo (2010), apresentou
em sua composicdo alcaloides, saponinas e taninos. Na literatura diferentes metabdlitos
foram relatados para o géneemphorbia spp. entre estes os diterpen&ighorbia
ebracteolaty, triterpenos pentaciclico&@phorbia neriifolig, flavonoides Euphorbia
macroclada e alcaloidesEuphorbia milli) (Uemura& Hirata, 1971; Yuaet al, 2016;

Palit, Mandal& Bhunia, 2016; Farhaet al., 2013).

Visto que os testes de marcha fitoquimica foi positiva para alcaloides, os extratos
metanolicos foram submetidos ao procedimento para extracao e identificacdo. Os extratos
metandlicos das folhas e raizes foram acidificados e submetidos a extracao liquido-
liguido com acetato de etila e diclorometano para a limpeza de compostos hidrofobicos
denominados EFMEC e ERMEACc, respectivamente. A fase aquosa restante foi
alcalinizada e submetida a extracao liquido-liquido para promover extragdo dos possiveis
alcaloides pelo solvente organico denomirsdelBMEAIc e ERMEAIc. O rendimento e

massa das fracOes obtidas estao disposto na tabela 3.
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Tabela 3: Rendimentos asfracdes dos extratos &e heterophylla

Extrato Massa (Q) Rendimento (%)
ERMEAC 3,45 11,5
ERMEAIc 0,46 1,5
EFMEAc 3,03 13,8
EFMEAIC 0,66 3,0

Extracdo liquido-liquido ap06s a acidificacdo de extrato da raiz em metanol E&HME
apos alcalinizacdo (ERMH@), extracao liquido-liquido apds a acidificacao de extrato da

folha em metanol (EFMEC), e ap0s alcalinizacdo (EFMHE).

Os testes para marcha fitoquimica foram realizados para as fracdes obtidas apdés a
extracdo liquido-liquido ERMEAc, ERMEAIc, EFMEAc e EFMEAIc, os resultados

seguem dispostos na tabela 4.

Tabela 4: Classes quimicas encontradas para fracdes dos extratos da Bl

heterophylla

Extratos Alcaloides Terpenos Carboidrato Proteina Fendlicos
D \ L-B  As KK B S C
ERMEAC - - + + + - - -
ERMEAIc + + - - - - - -
EFMEAC - - + + + - - -
EFMEAIc + + - - - - - -

Extracdo liquido-liquido apds a acidificacdo de extrato da raiz em metanol &RME
apos alcalinizacdo (ERMEalc), apdés a acidificacdo de extrato folha em metanol
(EFMEAC), ap6s alcalinizacdo (EFMEAIc). Teste de Dragendorff (D), Vagner (V),
Liebermann-Burchard (L-B), Salkawsk (Sa), Keller Killian (KK), Biureto (B), Shinada
(S), Cloreto Férrico (C).

A marcha fitoquimica avaliada para as fragcdes dos extratos indicaram a presenca
de possiveis alcaloides nas fracfes obtidas apés a alcalinizacdo da fase aquoda EFMEA
e ERMEAIc. A familia Euphorbiaceae apresenta diferentes subclasses de alcaloides
relatadas na literatura entre estes o0s quinolinicos, isoquinolinico e pirrolidinicos

(Bringmannet al, 2000; Machadet al, 2005; Yanet al, 2011). Os extratos e seus
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derivados foram submetidos a derivatizacéo e a hidrdlise seguida de derivatizacéo e foram

aralisados através de CG-EM os resultados seguem dispostos na tabela 5.
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Tabela 5: Caracterizacéo dos extratos das folhas e raizEsligerophylla, derivatizadas antes e apos a hidrélise alcalina

Compostos Extratos IR IR*

EFAC EFME EFMEAC ERME ERMEAc

HD D HD D HD D HD D HD
1 Acido benzoico-TMS - - - - - - 1,2 - - 1232 1242
2 Glicerol-TMS 13,3 180 42 94 7,0 144 22 47 11,9 3,1 1292 129C
3 Acido fenilacético- TMS 1,7 - - - - - - - - 1298 129¢
4 Acido piroglutamico-TMS - 1,6 - 2,4 - - - - - 1529 1540
5 Vanilina-TMS - - - - - - 0,3 - 0,9 1534 1529
6 Dodecan-1-ol, TMS 1,2 - 05 08 09 - - - - 1570 157%
7 Acido laurico, TMS - - 0,4 - 0,4 - - - - 1651 1656
8 Acido miristico-TMS 0,6 - 1,0 - 0,7 - 0,7 - 0,4 1849 185%4
9 a-Glucopiranose-TMS - 8,2 - - - - - - - 1927 1933

Acido pentadecandico-
10 - - - - 0,5 - - - 0,3 1946 1950
TMS

11 Palmitato de etila - - - - - - - 6,2 - 1989 1993
12 Inositol-TMS - 3,8 - - - - - - - 1991 1999
13 p-Glucopiranose-TMS - 7,3 - 0,8 - 12,3 - 1,0 - 2024 2032

Continuacao.
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Tabela 5: Caracterizacéo dos extratos das folhas e raizEsligerophylla, derivatizadas antes e apos a hidrélise alcalina

Compostos Extratos IR IR*

EFAC EFME EFMEAC ERME ERMEAC

D HD D HD D HD D HD D HD
14 Acido palmitico-TMS 4.6 174 20 41,1 4,3 21,1 0,2 345 16,6 31,8 2053 2050
15 Acido fertlico-TMS - 1,6 - 0,6 - - - 3,4 - 2,5 2094 210P
16 Mio-inosiol-TMS - - 54 - - - 0,9 - - - 2131 212€
17 Acido margérico-TMS - - - - - - - - - 0,2 2142 2149
18 Acido linoleico-TMS 2,1 6,3 0,5 8,4 1,0 8,0 - 9,0 52 13,7 2210 2212
19 Acido a-linolénico-TMS 6,4 12,8 1,0 17,7 2,8 19,2 - 6,6 10,0 19,8 2217 2110
20 Acido elaidico- TMS - - - - - - - - - 1,2 2223 2227
21 Acido estearico-TMS 1,7 6,0 0,7 8,9 1,5 57 - 8,1 3,6 5,2 2240 2249
22 Acido icosanoico-TMS - - - - - - - - - 0,3 2438 2447
23 o-gliceril pamitato-TMS 5,40 - - - - - - - - - 2601 2607
24 Sacarose-TMS - - 33,7 - - - 50,2 - - - 2711 2714

Continuacao.
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Tabela 5: Caracterizacéo dos extratos das folhas e raizEstdierophylla, derivatizadas antes e apés a hidrélise alcalina

Compostos Extratos IR IR*
EFAC EFME EFMEAC ERME ERMEAcC
D HD D HD D HD D HD D HD

25 a-gliceril linoleato-TMS 11,4 - - - - - - - - - 2770 2777
26 a-gliceril estearato-TMS 0,8 - - - - - - - - - 2796  280%
Acidos graxos 148 43,1 42 775 96 556 02 589 354 729
Carboidrato - - 58,4 - 0,8 - 63,4 - 1,0 -
Esteres acido graxos 17,6 - - - - - - - 6,2 -

Extrato da folha em em metanol (EFME), em acetato de etila (EFAC), extracdo liquido-liquido agifieacéo de extrato em metanol
(EFMEAC), extrato da raiz em metanol (ERME), extracao liquido-liquido apds a acidificacdo de extrataan (ERMBAC), trimetilsilil
(TMS), D derivatizagdo, HD hidrdlise seguidaderivatizacdo, TMS trimetilsilil, IR indice de retencéo calculado e IR* indice de retencéo
literatura. *Halket et al (1999),2Isidorov et al (2005),3Pino et al. 2005, %Isidorov et al (2007),Isidorov et al (2008),°Kotowska,
Bieganska & Isidorov, (2012)/Buszewska-Forajtat al (2015).
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N&o foi possivel identificar alcaloides através do método desenvolvido para
identificacdo dos componentes por espectro de massas e indice de retencéo. Desta forma
ndo foram identificados alcaloides para as fracdes obtidas apos a alcalinizacdo da fase
aquosa EFMEAIc e ERMEAIc. Entretanto, foi possivel detectar varios acidos graxos e
ésteres de acidos graxos nas fracfes obtidas apos acidificacdo dos extratos em metanol
(Tabela 5). Apés a hidrélise todos os extratos apresentaram um aumento signifecativo n
concentracdo dos diferentes tipos de &cidos graxos. O aumento da quantidade destes
componentes esta diretamente relacionaduadrilise de ésteres de triacilglicerol ou
outros tipos de ésteres presentes no extrato, em razdo dessas constatou-se também urn
aumento consideravel eglicerol para a maioria dos extratos analisados (Gutiétraiz
1999). A hiddlise de produtos contendo ésteres de 4cidos graxo é recomendado para a
analise em CG-EM, pois as altas massas moleculares destes compostos dificultam a
volatilidade inviabilizando a analise por este método (Guti@trak, 1999 Aspergeret
al., 2001). Os cromatogramas referentes as andlises por CG-EM das amostras dos extratos

EFAC antes e ap0s a hidrélise seguem dispostas na figura 1.
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Figura 1: Cromatograma de ions totais do extrato das folhal. desterophyllaem

acetato de etila derivatizados antes (EFAC) e apés a hidrélise (EFACH). Os numeros dos

compostos referem-se aos relatados na tabela 5.

Foi identificado para o extrato EFAC 14,8% de acidos graxos que apoés a hidrolise
teve um aumento em 43,1% (Tabela 5). Os acidos graxos majoritarios foram os acidos
palmitico (14) (4,6%), linoleico(18) (2,1%), a-linolénico (19) (6,4%) e estearic(21)

(1,7%), aumentando para 17,4%, 6,3%, 12,8% e 6,0% respectivamente apos a hidrolise

alcalina (Figura 1). Os principais compostos fendlicos identificados apos a hidrolise
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foram os acidos fenilacétiq®) (1,7%) e ferulico(15) (1,6%). Apos a hidrolise foram
identificados o alcool dodecan-1-db) (1,2%), e &cido miristico(8) (0,6%),
possivelmente derivados de ésteres. A concentracdo de gl2emimentou apds a
hidrolise de 13,3% para 18,0% indicando a formacao de glicerol apos a hidrdlise de
triaciglicerideos, tendo em vista que foram identificados 17,6% de ésteres de acidos
graxos para a amostra EFAC. Os ésteragiceril pamitato(23) (5,4%), S-gliceril
linoleato(25) (11,4%),e a-gliceril estearat@26) (0,8%), ndo foram identificados apés o
procedimento de hidrdlise.

Os cromatogramas referentes as analises por CG-EM das amostras dos extratos

EFME antes e ap0s a hidrdlise seguem dispostas na figura 2.
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Figura 2: Cromatograma de ions totais do extrato das folha&. deeterophyllaem
metanol derivatizados antes (EFME) e apés a hidrélise (EFMEH). Os numeros dos

compostos referem-se aos relatados na tabela 5.

A sacaros€24) (33,79, foi identificada como o componente majoritério para a
amostra EFME, tendo em agomposi¢cdo a concentracdo de 58,4% de carboidratos
(Figura 2 e Tabela 5). Foram identificados apenas 4,2% de acidos graxos para a amostra
EFME, e apds a hidrélise o total aumentou para 77,5%. Foram identificados os acidos
palmitico (14) (2,0%), linoleico(18) (0,5%), a-linolénico (19) (1,0%) e estearic(?1)

(0,7%), aumentando para 41,1%, 8,4%, 17e¢88%, respectivamente, apds a hidrolise
alcalina (Figura 2). Apds a hidrélise os carboidratos foram separados na fase aquosa,
assim nao foram identificados para a amostra hidrolisada. Foram identificados os acidos

laurico (7) (0,4%) e miristicd8) (1,0%), possivelmente derivados de ésteres ou estarem
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mais concentrados devido a diminuicdo dos carboidratos. A concentracao de @)cerol
aumentou apoés a hidrélise de 4,2% para 9,4% indicando a hidrdlise de triacilglicerideos.
Os cromatogramas referentes as analises por CG-EM dos extrato\EBMES

e apos a hidrolise seguem dispostas na figura 3.

2 — EFMEAcH
1.00 — EFMEAC
7
075, e (? ._'J‘J. . ik
2
0.50
14
] 19
02 4 13 | 18, 21
b il
DDD_ LI L L JJ T T T T T T T T I‘L T L‘- _A_I-—

10.0 15.0 2000 230 300 33.0 400 43.0 500 33.0 60.0 65.0

Figura 3: Cromatograma de ions totais das frac6es obtidas apés acidificacéo e extracao
liquido-liquido do extrato EFME dE. heterophylla derivatizados antes (EFMEAe)

apos a hidrolise (EFMEAcH). Os numeros dos compostos referem-se aos relatados na
tabela 5.

Foi identificado para a fracdo EFME 9,6% de &cidos graxos, que aumentou
para 55,6% ap6és a hidrélise (Tabela 5). Os acidos graxos majoritarios identificados foram
os &cidos palmitic(il4)(4,3%), linoleico(18)(1,0%) a-linolénico(19)(2,8%) e esteérico
(21) (1,5%), com aumento em 21,1%, 8,0%, 19,8%,7%, respectivamente, apos a
hidrolise (Figura 3). Apos a hidrolise foram identificados os acidos |a{jd0,4%),
miristico(8) (0,7%), e pentadecandigd.0) (0,5%), possivelmente derivados de ésteres.

A concentracao de glicerdR) aumentou de 7,0% para 14,4%, apos a hidrélise de
triacilglicerideos.

Os cromatogramas referentes as analises por CG-EM das amostras dos extratos

ERME antes e apos a hidrolise seguem dispostas na figura 4.
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Figura 4: Cromatograma de ions totais do extrato das raizds. deterophyllaem
metanol derivatizados antes (ERME), e apds a hidrélise (ERMB8s numeros dos

compostos referem-se aos relatados na tabela 5.

A amostra ERME é constituida por 63,4% de carboidratos e apenas 0,2% de
acidos graxos, sendo os componentes majoritarios a sad@@)s€50,2%), e f-
glucopiranos€l13) (12,3%), (Figura 4). Apoés a hidrélise os carboidratos foram separados
na fase aquosa, assim nao foram identificados para a amostra hidrolisada. Desta forma
pode-se identificar a presenca de compostos que antes estavam diluidos, além da hidrdlise
de ésteres presentes na amostra. Sendo assim apdés a hidrolise a quantidade de acido:
graxos aumentou para 55,6%, contribuindo com o aumento de acido palb#jide
0,2% para 34,5% e o aparecimento de acido miriédic(D,7%), linoleico(18) (9,0%),
a-linolénico(19) (6,6%), e estearic@1) (8,1%). Apoés a hidrdlise foi verificado também
0 aparecimento do &cido feruli¢tb) (3,4%).

Os cromatogramas referentes as analises por CG-EM dos extratoAERNMES

e apos a hidrolise seguem dispostas na figura 5.
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Figura 5: Cromatograma de ions totais da fracdo obtida ap0s acidificacdo e extracédo
liguido-liquido do extrato ERME dg. heterophylladerivatizados antes (ERMEA®,

apos a hidrolise (ERMEAcH). Os numeros dos compostos referem-se aos relatados na
tabela 5.

A fracdo ERMEc é constituida por 35,4% de acidos graxos que, apos a hidrolise
a concentracdo destes compostos, aumentaram para 72,9% (Tabela 5). Os acidos graxos
majoritarios identificados foram os acidos palmifi) (16,6%), linoleicq18) (5,2%),
a-linolénico (19) (10,0%), e estearid@1) (3,6%), com aumento para 31,8%, 13,7%
19,8%e 5,2%, respectivamente apds a hidrolise (Figura 5). Foi identificado o palmitato
de etila(11) (6,2%), que apos a hidrélise nédo foi identificado, contribuindo para formacgéao
de acido palmitico. Apds a hidrélise foi constatado acido mirigi#)o(0,4%)
pentadecandic0) (0,3%), ferulico(15) (2,5%), margéric@17) (0,2%), elaidicd20)
(1,2%), e icosandic22) (0,3%), possivelmente provenientes de ésteres hidrolisados.

Os acidos palmitico, linoleica-linolénico e estearicioram encontrados para
todos extratos avaliados para plakRtaheterophylla(Tabela 5). Estes acidos também
foram identificados em diferentes espécies do gérerphorbia spp. comoE.
semiperfoliatask. pithyusa, E. characiasE. dendroide¢Bruni et al, 2004).

4.2 Isolamento e identificacdo de componentes do extrato da raiz em hexano
A massa obtida para o extrato da raiz em hexano (ERH), foi de 7,54 g e a marcha

fitoquimica realizada indicou a presenca de triterpenos em sua composi¢cao. Sendo assim

foi realizado a analise em CG-EM, disposto no cromatograma figura 6 e tabela 6.
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Figura 6: Cromatograma de ions totais do extrato da raiz em hexdaohé¢erophylla

A tabela 6 apresenta as principais fragmentacdes, referentes aos picos

selecionados no cromatograma figura 6.

Tabela 6 Fragmentacdes de massa para picos selecionados no cromatograma

6) para componentes majoritarios no extrato da raiz em hexano

Pico Tr Fragmentosri/2
1 2291  189(1,4%), 203(0,5%), 214(2,8%), 218}
2 24.49  189(61,5%), 203(34,3%), 218(87,3%), 430(1,9%)
3 25.27  189(53,5%), 203(26,8%), 218(181
4 25.42  189(24,5%), 203(60,1%), 218(8%H
5 25.58  189(51,6%), 203(13,4%), 214(0,1%), 218(7,5%)
6 26.35  189(29,5%), 203(19,2%), 214(0,2%), 218(48)6
7 28.28  189(60,3%), 203(11,9%), 214(0,6%), 218(8)1
8 28.55  189(47,8%), 203(11,7%), 214(0,1%), 218(3,8%)
9 39.28  189(84,5%), 203(10,8%), 214(4,0%), 218(2,5%)

Tr: tempo de retencéo para picos analisados na figura 6.

Os picos selecionados no cromatograma (Figura 6), apresenta fragmentacdes de
massa (Tabela)@aracteristicas de triterpenos (Ogunkoya, 1981; Ayatadtaddi, 2011)
Assim a amostra ERH, foi conduzid@rocedimentos cromatograficos afim de isolar os
metabolitos de interesse. O extrato foi eluido em CCD preparativa com silica gel

utilizando hexano/diclmmetano (1:1) em duas etapas, obtendo-se 12 fré€igesa 7).
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Figura 7: Cromatografia em camada delgada em silica gel para o extrato hexanieo da rai
deE. heterophyllaeluida duas vezes com fase movel hexano/diclorometano (1:1).

As fracOes obtidas (Figura 7), foram analisadasC€&EM, e de acordo com os
resultados avaliados trés fracoes foram selecionadas por ape®eptaos com
fragmentacdes de massas caracteristicas para triterpenos denominadas F1, F2 e F3. As
fracbes F2 e F3 passaram por procedimento de reprecipitacdo denominadas 82-A e F
A, foram analisadas novamente por E@ e os cramatogramas seguem dispostos na
figura 8.
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Figura 8: Cromatogramas de ions totais das fracdes obtidas do extrato da Eaiz de
heterophyllaem hexano antes (F1, F2 e F3) e ap0s a reprecipitacdo (F2-A)e F3-A
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As amostras F1 e F2-A foram submetidas aos procedimentos cromatograficos
afim de isolar os componentes de interesse, a amostra F3-A, contendo apenas um
composto foi submetida diretamente a anéalise por RMN (Figura 8).

A fracéo F1 foi eluida em CCD preparativa utilizando diclorometano como fase

movel figura 9.

Figura 9: Cromatografia em camada delgada silica gel para a amostra F1, utilizando

diclorometano como eluente.

Apbs o procedimento cromatogréfico (Figura 9), duas fracdes foram obtidas, dando
origem aos composte-sitosterol(1) (15,60 mg) e a uma mistura fesitosterol (1) +
estigmastera(2) (20 mg) identificados através de espectrometria de massas, e analise por
RMN de H (300 MHz), de 3C (75 MHz) e DEPT 135.

Amostra contendo o compos{@) foi submetido a analise por CG-EM e o

cromatograma espectro de massas resultante estdo apresentados nas figutas 10

1o T {700y

3.0+
pLiy

.

0.0+

Figura 10: Cromatograma de ions totais glgitosterol(1).
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Figura 11: Espectro de massas (IE, 70 eV)adsitosterol(1).

Analisando o espectro de massas referamt®mpostdl), pode ser observaao
pico do ion-molecular emm/z414 (54%) compativel com a formula moleculasHsz0,
sugerido pela biblioteca (Nist-11), em 91% de similaridadé-sitosterol.No espectro
de massas (Figura 11), foi observado as fragmentacBes compativeisSgstasterol
emm/z396 (46%), 381 (47%), 329 (62%), 303 (48%), 213 (FAN5 (62%), 119 (57%)
e 43 (100%) de acordo com os fragmentos descritosgtrare® al. (2010) e Haliluet al
(2013). A proposta para o mecanismo de fragmentac@bsdosterol esta disposta na

figura 12.

34



m/z =396 m/z =381
m/z =414

NS m/z =329

m/z =213

m/z = 145

m/z =43

Figura 12: Proposta de mecanismo para fragmentacgesitisterol(1).

Os espectros de RMN referentes ao comp(stcseguem dispostos nas figuras
13, 14e15.
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A tabela 7 relaciona os sinais obtidos no espectro de RMICdeara 0 composto

(1), com os sinais referentes @&gsitosterol, encontrados na literatura.

Tabela 7: Dados de RMN dé&C, para o composto identificado cositosterol(1)

Dados Obtidos (ppm) Dados da literatura (ppm)
Carbono Ahmedet al, 2013 ' Halilu et al, 2013

C-1 37,2 37,3 37,2
C-2 31,9 31,9 31,6
C-3 71,8 71,8 71,7
C-4 42,3 42,4 40,4
C-5 140,7 140,8 140,7
C-6 121,7 121,7 121,6
C-7 31,6 31,7 33,4
C-8 31,9 31,9 31,8
C-9 50,1 50,2 50,1
C-10 36,5 36,2 39,6
C-11 21,1 21,1 22,6
C-12 39,7 39,8 39,7
C-13 42,3 42,4 42,1
C-14 56,7 56,8 56,0
C-15 24,3 24,3 26,0
C-16 28,2 28,3 24,3
C-17 56,0 56,1 56,7
C-18 12,0 11,9 12,0
C-19 19,0 19,4 19,0
C-20 36,1 36,5 36,1
C-21 18,8 19,1 19,3
C-22 33,9 34,0 33,9
C-23 26,0 26,2 26,0
C-24 45,8 45,9 45,8
C-25 29,1 29,2 29,6
C-26 19,8 19,8 21,0
C-27 19,4 18,8 21,1
C-28 23,0 23,1 23,0
C-29 11,9 12,0 12,2

No espectro de RMN d€C do compost@l) (Figura 13), observa-se os sinais de
carbonos insaturados e#nl140,7 e 121,7 (Tabela 7), sinais esses caracteristicos dos
atomos de carbonos C-5 e C-6, respectivamente, do tritefpetosterol (Ahmeckt al.,

2013; Haliluet al, 2013). Foi observado no espectro DEPT-135 o sinab 21,7
positivo referente ao C-6, atomo de carbspbligado a um hidrogénio, o sinal efn
140,7 ndo apareceu no espectro DEPT, indicando que o carbono C-5, ndo apresenta
hidrogénios (Figura 14). Os sinais observadosetfi,0(C-18), 19,0(C-19), 18,8 (C-
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21), 19,8 (C-26), 19,4 (C-27) e 11,9 (C-29) aparecem positivo no espectro DEPT,
indicando a presenca de 6 grufdids. Os sinais analisados para o espectrd®*@ee
DEPT, corroboram com a estrutura gesitosterol. Os deslocamentos quimicos
observados no espectro de RMN d€ corroboram com os resultados descritos na
literatura por Ahmeet al (2013) e Halillet al. (2013) (Tabela)r

No espectro de RMN d#f (Figura 15), foram observados diferentes sinais entre
0 1,01 a 0,68 correspondentes aos atomos de hidrogénios de Gitpod® dupleto
integrado para um hidrogénio ei,35 J = 5,0 Hz) corresponde ao hidrogénio ligado
ao carbono insaturado C-6. O sinal do hidrogénio ligado a C-3 aparece como um
multipleto en 6 3,52 indicando o acoplamento com quatro &tomos de hidrogénio ligado
acs carbonos C-2 e C-4. As atribui¢Bes referentes aos sinais no esipdRid de’H
para of-sitosterol foram consideradas em comparacédo aos dados reportado por Ahmed
et al. (2013) e Patrat al (2010). Os resultados obtidos permitem identificar o composto

(1) como op-sitosterol.

A fracdo contendo a mistura dos compogtastosterol(1) e estigmastero(2),

foi submetido a andlise por CG-Ed cromatograma esta apresentado na figura 16.

2 5]TIC
2.0] 1
15]
1.o] 2
0.5]
" JA
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Figura 16: Cromatograma de ions totais dos compogtsisosterol(1) e estigmasterol

(2).

No cromatograma (Figura 16), foi observado um pico majoritario com 83,9% que
corresponde ag-sitosterol(1) e outro pico (14,1%) relativo ao estigmastd@ O
espectro de massas referente ao comgitoorrobora com o apresentado na figura 11
caracterizado comg-sitosterol (1). O espectro de massas referente ao composto
estigmastero(2), segue disposto na figura 17.
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Figura 17: Espectro de massas (IE, 70 eV) do estigmagi2)ol

No espectro de massas referente ao comgdstbigura 17), foi observado o pico
do ion-molecular emm/z 412 (25%) compativel com a férmula moleculaeHzsO
sugerida pela biblioteca (Nist-11), indicando 93% de similaridade ao estigmasterol. Foi
observado no espectro de massas fragmentacdes caracteristicas do estigmasterol em
394 (4%, 379 (7%), 351 (16%), 300 (13%), 271 (23%), 255 (34%), 229 (9%), 213 (24%),
83 (77%), 55 (100% e estdo de acordo com os fragmentos descritos por Chaturvedula
& Prakash (2012) e Ibrahiat al (2012).

A proposta referente ao mecanismo de fragménotpgra o estigmasterol segue

disposta na figura 18.
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Figura 18: Proposta para o mecanismo de fragmentacg&o do estigmasterol.
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Os resultados dos sinais nos espectros de RMN, referentes a mistura dos

compostogl) e (2), seguem dispostos nas figuras 19e¢2Q.
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A tabela 8 relaciona os sinais obtidos no espectro de RMN de 13C para amostra
contendo os compostod) e (2), com dados da literatura para fositosterol e
estigmasterol.

Tabela 8: Dados de RMN d&°C, para os compostos identificados cofasitosterol(1)
e estigmasterdP)

Dados Obtidos (ppm) Dados da literatura (ppm)
Ahmedet al, 2013
Carbono p-sitosterol estigmasterol |  p-sitosterol estigmasterol
C-1 37,2 37,2 37,3 37,3
C-2 31,9 28,9 31,9 28,3
C-3 71,8 71,8 71,8 71,8
C-4 42,3 42,3 42,4 42,4
C-5 140,7 140,7 140,8 140,8
C-6 121,7 121,7 121,7 121,7
C-7 31,6 31,6 31,7 31,7
C-8 31,9 33,7 31,9 34,0
C-9 50,1 50,1 50,2 50,2
C-10 36,5 36,5 36,2 36,5
C-11 21,1 25,4 21,1 26,2
C-12 39,7 39,6 39,8 39,8
C-13 42,3 42,2 42,4 42,4
C-14 56,7 56,8 56,8 56,8
C-15 24,3 24,3 24,3 24,3
C-16 28,2 29,4 28,3 29,2
C-17 56,0 55,9 56,1 56,1
C-18 12,0 12,0 11,9 12,0
C-19 19,0 19,0 19,4 19,4
C-20 36,1 40,5 36,5 40,5
Cc-21 18,8 21,2 19,1 21,1
C-22 33,9 138,3 34,0 138,3
C-23 26,0 129,2 26,2 129,0
C-24 45,8 51,2 45,9 51,3
C-25 29,1 45,8 29,2 45,9
C-26 19,8 19,4 19,8 19,4
C-27 19,4 19,8 18,8 19,8
C-28 23,0 24,3 23,1 24,3
C-29 11,9 12,2 12,0 12,3

Nos espectros de RMN &&C, DEPT €'H (Figura 19, 20 e 21), foi observado os
sinais referentes ag-sitosterol isolado e identificado no presente trabalho, porém
tambeém foi observado sinais caracteristicos do composto estigméayerol

Os sinais referentes ao compo&2d no espectro de RMN d€C (Figura 19)

aparecem em 140,7; 138,3; 129,2 e 121,7 sinais esses caracteristicos dos atomos de
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carbono insaturados C-5, C-22, C-23 e C-6, respectivamente (Attmie@013) (Tabela
8). No espectro DEPT-135 foi observado os sinais positivoé £88,3, 129,2 e 121,7
referentes a C-22, C-23 e C-6 4tomos de carbohligaplo a um hidrogénio, o sinal em
0 140,7 ndo apareceu no espectro DEPT, indicando que o carbono C-5 néo esta ligado a
hidrogénio. O sinal emd 71,8 refere-se ao carbono ligado a hidroxila C-3, deaido
desblindagem e aparece positivo no DEPT (Figura 20), indicando a ligagao apenas com
um hidrogénio. Os sinais observados &21,2 (C-21); 19,0 (C-19); 12,0 (C-18); 19,4
(C-26); 19,8 (C-27) e 12,2 (C-29), aparecem positivo no espectro DEPT, indicando a
presenca de 6 grupos metila. Os sinais analisados para o espeti el©EPT,
corroboram com a estrutura do estigmasterol de acordo com os resultados descritos na
literatura por Ahmeet al (2013) (Tabela 8).

No espectro de RMN d# (Figura 21), foi observado diferentes sinais entre 1,01
a 0,68 correspondentes aos atomos de hidrogénios dos grupos metilas. O &i@%em
(J = 4,8 Hz), corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono insaturado (C-6). Os sinais
dos hidrogénios ligados aos carbonos C-22 e C-23 aparecem como um duplo dupleto em
0 515 0 = 15,1; 8,3 Hz) e 5,00J(= 15,1 8,3 Hz) respectivamente. Os dados
espectroscopicos observados referentes aos sinais no espétresem de acordo com
os resultados descritos por Ahmet al (2013). Os resultados obtidos permitem
identificar o compost@2) como o estigmasterol.

A fracdo F2-A foi submetida a CCD (silica gel/AghQ0%) preparativa

utilizando fase mével hexano/diclorometano (1:1) (Figura 22).

Figura 22: Cromatografia em camada delgada (silica gel/Agli@xb) para fracdo F2-
A, obtido do extrato hexanico das raizes de heterophylla utilizando

hexano/diclorometano (1:1) como eluente.

Apo6s o procedimento cromatografico (Figurg,Z@ram obtidas 6 fragbes, dando

origem aos compostos identificados como acetato de [({Be¢{27,1 mg), acetato de
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taraxasterol(4) (10,7 mg), acetato de pseudo taraxastéspl(10,8 mg), acetato de
germanicol6) (21,9 mg) e uma mistura contendo o acetate-dmirina(7) e acetato de
S-amirina(8) (26,5 mgq), identificados por espectrometria de massas, e anélise por RMN
delH, de 3C e DEPT-135.

A fracdo contendo o compos(8), foi submetido a analise por CG-EM e o

cromatograma e espectro de massas estdo apresentados nas figaras 23

TiC (1.00)
1.25

1.00
0.75

0.50

0.254

0.00- L
100 150 200 250 300 350 400

Figura 23: Cromatograma de ions totais referente ao acetato de (@peol
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Figura 24: Espectro de massas (IE, 70 eV) do acetato de I{pgol

No espectro de massas para o comp(®torigura 24), foi observado o pico do
ion-molecular enm/z468 (9%), compativel com a férmula moleculasHs.0- sugerido
pela biblioteca (Nist-11), indicando 92% de similaridade ao acetato de lupeol. As
fragmentacdes no espectro de massas corroboram com os dados relatados para o0 acetatc
de lupeol emm/z 453 (7%), 408 (4%), 393 (8%), 218 (22%), 203 (35%), 189 (100%),
121 (78%), 107 (72%), 43 (&€) e estdo de acordo com Sileaal (1998) e Jamal
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Yaacob& Din (2008) A proposta para 0 mecanismo de fragmentacéo referente ao acetato

de lupeol esta disposta na figura 25.

m/z = 453 /// T J
o

m/z = 468 m/z = 408 m/z = 393

m/z =189

m/z =203

m/z=107

m/z=121

Figura 25: Proposta para o mecanismo de fragmentacgéo do acetato de lupeol.

Os espectros de RMN dé#l, 13C e DEPT referentes ao acetato de lug8jl

seguem dispostos nas figuras 26e2B.
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A tabela 9 relaciona os sinais obtidos no espectro de RMN de 13C para amostra

contendo o composi{®), com dados reportados na literatura para o acetato de lupeol.

Tabela 9: Dados de RMN dé&C, para o composto identificado como acetato de lupeol

3)

Dados Obtidos (ppm) Dados da literatura (ppm)
Carbono Suwitoet al, 2016 | Hassaret al, 2015

C-r 1711 171,2 171,0
C-2’ 21,3 21,5 21,3
C-1 38,4 38,6 38,3
C-2 27,4 27,6 27,4
C-3 81,0 81,2 80,9
C-4 38,0 38,2 37,7
C-5 55,3 55,6 55,3
C-6 18,2 18,4 18,2
C-7 34,2 34,4 34,2
C-8 40,8 41,0 40,8
C-9 50,3 50,5 50,3
C-10 37,1 37,3 37,0
C-11 20,9 21,1 20,9
C-12 23,7 23,9 25,1
C-13 37,8 37,9 38,0
C-14 42,8 43,0 42,8
C-15 25,1 27,6 27,4
C-16 35,5 35,8 35,5
C-17 43,0 43,2 42,9
C-18 48,3 48,5 48,0
C-19 48,0 48,2 48,2
C-20 151,0 151,2 150,9
C-21 29,8 30,0 29,8
C-22 40,0 40,2 39,9
C-23 27,9 28,1 28,2
C-24 16,0 16,2 15,9
C-25 16,5 16,7 16,1
C-26 16,2 16,4 16,3
C-27 14,5 14,7 14,5
C-28 18,0 18,2 17,9
C-29 109,3 109,5 109,2
C-30 19,3 19,5 19,0

No espectro de RMN d€C (Figura 26), e os dados da tabela 9 do comi{8}to
foi observado os sinais de carbospsemd 109,3 e 151,0 caracteristicos dos atomos de
carbono C-29 e C-20, respectivamente, compativel com a estrutura do triterpeno

pentaciclico lup-20(29)-eno, também denominado lupsol.espectro de DEPT-135
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(Figura 27), foi observado que o atomo de carbono com sinal Hp8,3(C-29) esta
ligado a dois atomos de hidrogénio. O sinaloeb®1,0 ndo aparece no espectro DEPT-
135, indicando que o C-20 ndo esté ligado a hidrogénio. Os sinais dos carbonos do grupo
acetila, ligado a C-3, com valoresdr1,1 e 21,3 correspondem ao carbono da carbonila
C-1’ e metila C2’ respectivamente. O sinal emy 19,3 corresponde ao carbono do grupo
metila C-30, ligado ao &tomo de carbono C-20, os demais grupo®i@hh observados
emo 27,9(C-23), 16,0(C-24), 16,5C-25), 16,2(C-26), 14,5C-27) e 18,qC-28).

No espectro de RMN d&i (Figura 28), pode-se observar o par de simpletos em
0 4,68 e 4,56, integrados para um hidrogénio cada, correspondem aos dois hidrogénios
ligados a C-29. O simpleto efn2,04 integrado para trés correspondem aos atomos de
hidrogénio ligados a @2 do grupo acetil. O multipleto emo 4,47 integrado para um
corresponde ao hidrogénio ligado a C-3. O atomo de hidrogénio ligado ao C-19, do anel
pentaciclico, foi observado como um duplotripleto @2,37 0 = 11,1 e 5,6 Hz). Os
simpletos observados entré,68 a 0,78 correspondem aos atomos de hidrogénio ligados
aos grupos metilas. Os sinais observados no espectip estdo de acordo com os sinais
reportados por Hassat al (2015) e Besbes, Guérine&uTouboul (2017). Portanto,
esses dados permitem identificar o composto como acetato de lupeo

A fracdo contendo o composto acetato de taraxagtgrdbi submetido a andlise
por CG-EM e o cromatograma e o espectro de massas estao apresentados nas figuras 29
e 30.
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Figura 29: Cromatograma de ion totais do acetato de taraxag4@rol
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Figura 30: Espectro de massas (IE, 70 eV) do acetato de taraxddferol

No espectro de massas (Figurd,3ibde ser observado o pico do ion-molecular
em m/z 468 (5%), compativel com a férmula moleculapHs20.. Foi observado no
egectro de massas fragmentacdes caracteristicas do acetato de targédasterol/z
408 (5%), 365 (3% 229 (6%), 190 (32%), 189 (100%), 109 (9695 (58%), e estdo de
acordo com os resultados descritos por Kirireeal (1997), para este composi.
proposta para o mecanismo de fragmentacédo referente ao acetato de taraxasterol esta

disposta na figura 31.
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m/z =109

Figura 31: Proposta para o0 mecanismo de fragmentagéo do acetato de taraxasterol.

Os espectros de RMN obtidos para o acetato de taraxddjessguem dispostos

nas figuras 32, 33 e 34.
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A tabela 10 relaciona os sinais obtidos no espectro de RMN de 13C para amostra

contendo o composid), com dados da literatura para o acetato de taraxasterol.

Tabela 10:Dados de RMN d&C para o composto identificado como acetato de

taraxastero(4)
Dados Obtidos (ppm) Dados da literatura (ppm)
Carbono Khalilov et al, Reynoldset al.,

2003 1985

C-1 21,3 21,3 21,3
C-2’ 171,1 170,1 171,0
C-1 38,3 38,1 38,4
C-2 23,7 23,7 23,7
C-3 81,0 80,9 81,0
C-4 37,8 37,8 37,8
C-5 55,4 55,4 55,4
C-6 18,2 18,2 18,2
C-7 34,0 34,0 34,0
C-8 40,9 40,9 40,9
C-9 50,4 50,4 50,4
C-10 37,0 37,0 37,0
C-11 21,4 21,4 21,5
C-12 26,1 26,1 26,1
C-13 39,1 39,1 39,1
C-14 42,0 42,1 42,0
C-15 26,6 26,6 26,6
C-16 38,8 38,8 38,3
C-17 34,5 34,5 34,5
C-18 48,6 48,6 48,6
C-19 39,4 39,4 39,3
C-20 154,7 154,6 154,6
C-21 25,6 25,6 25,6
C-22 38,4 38,3 38,8
C-23 27,9 27,9 27,9
C-24 16,5 16,5 16,5
C-25 15,9 15,9 16,3
C-26 16,3 16,3 15,8
C-27 14,7 14,7 14,7
C-28 19,5 19,4 19,5
C-29 25,5 25,5 25,5
C-30 107,1 107,1 107,1

No espectro de RMN d&C (figura 32), foi observado os sinais de carbonos
insaturados end 107,1 e 154,7 caracteristicos dos atomos de carbono C-30 e C-20,
respectivamente, do triterpeno pentaciclico urs-20-eno, também denominado

taraxasterol.No espectro DEPT-135 (Figurd3) pode-se observar que o atomo de
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carbono cujo sinal aparece éri07,1 esta ligado a dois atomos de hidrogénio, enquanto

0 a&tomo de carbono cujo sinal apareceidrii4,7 ndo esta ligado a &tomos de hidrogénio.
Esses dados também estdo de acordo com a estrutura do taraxasterol. Os&éislem

(C-1) e 21,3 (C-2’) correspondem ao carbono da carbonila e ao carbono da metila do

grupo acetil, que se encontra ligado ao C-3 do esqueleto triterpeno, cujo sinal aparece em
5 81,0. Os deslocamentos observados no espectro de RN derroboram com os
resultados descritos na literatura por Reynetdsl. (1985) e Khalilowet al. (2003). Os

sinais observados etn27,9 (C-23), 16,5 (C-24), 15,9 (C-25), 16,3 (C-26), 14,7 (C-27),
19,5 (C-28) e 25,5 (C-29) confirmam a presenca de sete grupos metila. Os deslocamentos
em 25,6 e 39,4 correspondem aos sinais dos carbonos C-21 e C-19 respectivamente,
ligados ao atomo de carbono insaturado C-20.

No espectro de RMN d#H (Figura 34), foi observado diferentes simpletos com
sinais entr&d 1,02 a 0,85 correspondentes aos atomos de hidrogénios presentes nos sete
grupos metila C-23 a C-29. O simpleto 13,05 integrado para trés, correspondem aos
atomos de hidrogénios ligado a2C-O sinal do hidrogénio ligado a C-3 aparece como
um multipleto emv 4,48. O duplodupleto em 4,60 integrado para dois hidrogénios,
corresponde aos dois hidrogénios vinilicos ligados ao C-30. O multipleto integrado para
um hidrogénio env 2,15 corresponde ao hidrogénio ligado ao C-19. As atribuicbes
referentes aos sinais no espectro de hidrogénio, esta de acordo com os resultados descritos
por Babaameet al (2013) e Khalilovet al. (2003). Portanto, esses dados permitem

identificar o composto como acetato de taraxasterol.

A fracdo contendo o composto acetato de pseudo taraxgShefol submetida
analise por CG-EM e o cromatograma e espectro de massas estdo apresentados nas figuras
35e 36.

1.004MIC
0.75+
0.50+

0.25-

75 10.0 125 15.0 175 200 225 250 275

Figura 35: Cromatograma de ions totais, para o acetato de pseudo taraxXasterol
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Figura 36: Espectro de massas (IE, 70 eV) do acetato de pseudo taraxaterol

No espectro de massas (Figura 36), referente ao con{pptaoobservado o pico
do ion-molecular erm/z468 (7%), compativel com a férmula moleculasHz.0.. No
espectro de massas foi observado fragmentacdes caracteristicas do acetato de pseudo
taraxasterol erm/z408 (8%), 393 (6%), 249 (11%), 204 (11%), 189 (100%), 175 (18%),
135 (23%), 121 (50%), 107 (36%), 95 (45%), 81 (27%) de acordo com os resultados
descritos por Ibrahinet al (2012). A proposta para os mecanismos de fragmentacdes

referentes ao acetato de pseudo taraxasterol esta disposta na figura 37.
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m/z =249 m/z =189

m/z =408

m/z=121 m/z =107 m/z =81

Figura 37: Proposta para o mecanismo de fragmentacgéo do acetato de peudo taraxasterol.

Os resultados de RMN referentes ao acetato de pseudo taraxggieseguem

dispostos nas figuras 38, 840.
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A tabela 11 relaciona os sinais obtidos no espectro de RMN de 13C para amostra
contendo o compost(b), com os dados da literatura referentes ao acetato de pseudo
taraxasterol.

Tabela 11:Dados de RMN d&C para o composto identificado como acetato de pseudo

taraxastero(5)
Dados Obtidos (ppm) Dados da literatura (ppm)
Carbono Varnavaet al, 2016 Abreuet al, 2011

C-1 171,0 171,0
C-2 21,3
C-1 38,4 39,0 38,8
C-2 27,6 27,1 27,7
C-3 81,0 79,6 80,9
C-4 37,8 38,8 38,8
C-5 55,4 55,3 55,6
C-6 18,2 18,6 18,3
C-7 34,1 34,1 34,5
C-8 41,1 41,0 41,2
C-9 50,3 50,3 50,6
C-10 37,0 37,5 37,1
C-11 21,6 21,0 21,6
C-12 27,0 27,0 27,7
C-13 39,2 39,0 38,8
C-14 42,3 42,3 42,4
C-15 23,7 27,3 26,9
C-16 36,7 36,9 36,6
C-17 34,4 34,9 34,5
C-18 48,6 48,9 48,6
C-19 36,3 36,7 36,6
C-20 139,8 139,8 139,8
C-21 118,9 119,0 118,9
C-22 42,2 42,1 42,4
C-23 27,9 28,3 28,3
C-24 16,0 15,4 15,8
C-25 16,5 16,0 16,3
C-26 16,4 15,8 16,0
C-27 14,7 15,0 14,8
C-28 17,7 17,5 17,8
C-29 22,5 22,4 22,8
C-30 21,6 21,6 21,7

No espectro de RMN dé&C (Figura 38), foi observado sinais de carbonos

insaturados e 118,8 e 139,8, sinais esses caracteristicos dos a&tomos de carbono C-21
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e C-20, respectivamente, do triterpeno pentaciclico urs-20(21)-eno, também denominado
pseudo-taraxasterol (Tabela 11) (Abetwal, 2011; Varnavat al, 2016).No espectro
DEPT-135 (Figura 39), foi observado que o atomo de carbono C-21 cujo o sinal aparece
emo 118,8 esta ligado a um atomo de hidrogénio, enquanto que o atomo de carbono C-
20 em¢ 139,8 ndo aparece no DEPT pois o0 mesmo nado esta ligado a atomos de
hidrogénio. Os sinais e 171,0(C-1") e 21,3(C-2’) correspondem ao carbono da
carbonila e ao carbono da metila de grupo acetil, que se encontra ligado ao C-3 do
esqueleto triterpeno, cujo sinal aparecece@i,0. Os sinais observados ér27,9 (C-

23); 16,0 (C-24); 16,5 (C-25); 16,4 (C-26); 14,7 (C-27); 17,7 (C-28); 22,5 (C-29); 21,6
(C-30) confirmam a presenca de oito grupos metila na estrutura pentaciclica. Os
deslocamentos observados no espectro obtido por RMNCJecorroboram com os
resultados descritos na literatura por Abeeal (2011) e Varnavat al (2016).

No espectro de RMN o (Figura 40, foi observado diferentes simpletos com
sinais entréd 1,04 a 0,73 correspondentes aos atomos de hidrogénios presentes nos sete
grupos metila C-23 a C-29. O sinal dos hidrogénios da metila C-30, ligada ao carbono C-
20, pararecem como um simpleto entie61 a 1,640 simpleto end 2,05 integrado para
trés hidrogénios, correspondem aos atomos de hidrogénio& dégéido a carbonila. O
sinal do hidrogénio ligado a C-3 aparece como um multipletéd €409. O dupleto erd
5,26 J = 6,7 Hz), integrado para um hidrogénio, corresponde ao hidrogénio ligado ao
carbono insaturado C-21 de acordo com os sinais descritos por Vatralv§2016),
referentes a estrutura pentaciclica do pseudo taraxasterol. Portanto, esses dados permitem
identificar o composto como acetato de pseudo-taraxasterol.

A fracdo contendo o composto acetato de germa(Bgdioi submetida a analise
por CG-EM e o cromatograma e espectro de massas estao apresentados nas &guras 41
42.

TC {1.00)
1.25

1.00
0.75-
0.50

0.25-

0.00 e L e

Figura 41. Cromatograma de ions totais do acetato de germd@icol
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Figura 42: Espectro de massas (IE, 70 eV) do acetato de germéshiicol

No espectro de massas (Figura 42), referente ao con{ppttoobservado o pico
do ion-molecular erm/z468 (6%), compativel com a férmula moleculasHz202. No
espectro de massas foi observado fragmentacfes compativeis com as do acetato de
germanicol emm/z453 (15), 408 (1%), 393 (4%), 231 (10%), 218 (14%), 204,2 (76%),
189 (100%) e 177 (62%) quando comparadas com os dados descritos por Rieasboer
(1982). A proposta para 0 mecanismo de fragméntaferente ao acetato de germanicol

esta disposta na figura 43.
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Figura 43: Proposta para o mecanismo de fragmentacao do acetato de germanicol.

Os resultados de RMN referentes ao composto acetato de gerni@jiseguem

dispostos nas figuras 44, é36.
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A tabela 12 relaciona os sinais obtidos no espectro de RM¥Cdeara amostra

contendo o composi{®), com dados da literatura referentes ao acetato de germanicol.

Tabela 12 Dados de RMN dé3C para o composto identificado como acetato de

germanicol6)

Dados Obtidos (ppm) Dados da literatura (ppm)
Carbono Algasoumiet al, Gonzalezt al,

(2014) (1981)

c-1 171,0 171,1 170,9
Cc-2’ 21,3 21,3 21,7
C-1 38,6 38,5 38,5
C-2 23,7 23,7 23,8
C-3 80,9 81,0 81,0
C-4 37,8 38,4 37,9
C-5 55,5 55,6 55,7
C-6 18,1 18,2 18,2
C-7 34,5 34,5 34,6
C-8 40,7 40,8 40,9
C-9 51,1 51,1 51,2
C-10 37,1 37,8 37,3
C-11 21,1 21,1 21,2
C-12 26,2 26,2 26,1
C-13 38,4 38,6 38,7
C-14 43,3 43,3 43,4
C-15 27,5 27,5 27,6
C-16 37,7 37,4 37,7
C-17 34,3 34,4 34,4
C-18 142,7 142,7 142,7
C-19 129,7 129,8 129,8
C-20 32,3 32,4 32,4
C-21 33,3 33,3 33,4
C-22 37,3 37,2 37,5
C-23 27,9 27,9 28,0
C-24 16,5 16,5 16,5
C-25 16,1 16,1 16,1
C-26 16,8 16,8 16,8
C-27 14,5 14,6 14,5
C-28 25,2 25,3 25,3
C-29 31,3 31,4 31,3
C-30 29,2 29,2 29,2

No espectro de RMN d&C (Figura 42 foi observado os sinais de carbonos
insaturados end 129,7 e 142,7 caracteristicos dos atomos de carbono C-19 e C-18,
respectivamente, do triterpeno pentaciclico olean-18-eno germanicol (Tabela 12) (Olea

& Rock, 1990)No espectro DEPT-135 (Figura 45) foi observado o sinabetfi9,7
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positivo referente ao C-19, &tomo de carborfdigado a um hidrogénio. O sinal an

142,7 nao foi observado no espectro DEPT, indicando que o carbd@on@e possui
hidrogénio ligado. Os sinais efnl71,0(C-1") e 21,3 (C-2’) correspondem ao carbono

da carbonila e ao carbono da metila de grupo acetil, que se encontra ligado ao C-3 do
esqueleto triterpeno. No espectro do DEPT, néo foi observado o sinal para o deslocamento
emo 171,0 indicando que o carbonolC-néo esta ligado a hidrogénios. O sinal end

80,9 se rafere a C-3 indicando que esta ligado a um hidrogénio. Os sinais observados em
0 27,9 (C-23), 16,%C-24), 16,1 (C-25), 16,8C-26), 14,5(C-27), 25,2 (C-28), 31,3 (C-

29), 29,2(C-30), aparecem positivo no espectro DEPT, indicando a presenca de oito
grupos metila. Os sinais analisados para o espectro de RMES deDEPT, corroboram

com a estrutura do acetato de germanicol e dados com os descritos na literatura por
Gonzalezt al. (1981) e Algasoun®gt al (2014).

No espectro de RMN dé&H (Figura 46), observa-se diferentes simpletos com
sinais entre 1,07 a 0,73 correspondentes aos atomos de hidrogénios dos grupos metila
entre C-23 a C-30. O simpleto &2,04 corresponde aos atomos de hidrogénios e C-
ligado a carbonila. O sinal do hidrogénio ligado a C-3 aparece como um tripléto em
4,48 indicando o acoplamento com dois atomos de hidrogénio ligados ao carbono C-2. O
simpleto eny 4,86 integrado para um hidrogénio, corresponde ao hidrogénio ligado ao
carbono C-19. As atribuicdes referentes aos sinais no espectro de hidrogéoide est
acordo com os resultados descritos por Algasairai (2014).

A fracdo contendo a mistura dos compostos acetatead@rina(7) e acetato de

S-amirina (8), foi submetida a anélise por CG-EM e o cromatograma esta disposto na

figura 47.
ME{T1.00)
7.5+
7

5.0+

2.5 8
0.

100 150 200 250 300 350 400

Figura 47: Cromatograma de ions totais do acetate-denirina(7) e de acetato de

amirina(8).
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Os compostos referentes aos picos no cromatograma (Figura 47), apresentaram
proporgdes de 16,1% para o acetat@-@enirina(8), e 83,9% para acetato deamirina

(7). Os espectros de massas para cada componente seguem dispostos nas ég%as 48
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. 1 |55
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oS 60
(D]
(n'ey
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& 40 - 203
= ] 147,25
3 365
= 2049 255 408
] 270 \
] Y SO NS
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Figura 48: Espectro de massas (IE, 70 eV) do acetawamairina(7)

No espectro de massas (Figura 48), referente ao con{@pttoobservado o pico
do ion-molecular erm/z468 (1%), compativel com a férmula moleculasHz.0.. Foi
observado no espectro de massas fragmentacdes compativeis com o acedatoida
emm/z408 (12%, 365 (16%), 255 (8), 270 (6%), 218 (100%), 203 (30%), 189 (36%),
175 (25%), 147 (29%), 135 (36%) e 55 (88%) e estdo de acordo com os dados reportados
por Abreuet al (2011) e Fingolo, Sant&s Kaplan (2013 A proposta para 0 mecanismo

de fragmenta@o referente ao acetato deamirina esté disposta na figura 49.
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Figura 49: Proposta para o mecanismo de fragmentacéo do acetaiandieina.
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Figura 50: Espectro de massas (IE, 70 eV) do acetafpatairina(8).

Pode-se observar no espectro de massas (Figura 50), referente ao c(Bhposto
pico do ion-molecular em/z468 (1%), compativel com a férmula moleculasHz:0x.
Foi observado no espectro de massas fragmentacées comuns para o aéetaivida
emm/z408 (10%), 218 (100%), 203 (66), 204 (16%), 190 (14%), 189 (33%) e 55 (83%)
de acordo com os dados reportados por Biesbbel (1982). A proposta para o

mecanismo de fragmentacdao referente ao acetgi@nhérina esta disposta na figura 51.
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Figura 51: Proposta para o mecanismo de fragmentacdo do acejaianuena.

Os espectros de RMN referentes ao acetatsaieirina(7) e acetato dé-amirina

(8), seguem dispostos nas figuras 52¢53.
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No espectro de RMN d&C (Figura 52) para a mistura dos compog®= (8)
foi observado os sinais de carbonos olefinicosdef?4,3 e 139,6 caracteristos do
triterpeno urs-12-eno, denominadeamirina. No espectro também se observou sinais
com menor intensidade em121,6 e 145,2 caracteristico do triterpeno olean-12-eno,
denominado dg-amirina (Olea& Roque, 1990). O sinal etnl71,0 é caracteristico da
carbonila do grupo acetato ligado ao triterpeno, contribuindo para massa molecular em
m/z468 para os dois componentes presentes na amostra. Sendo assim 0s sinais no espectrc
de RMN de 13C para a amostra contendo os comp@&teg8), foram comparados com

os dados da literatura para o acetata-denirina e acetato geamirina (tabela 13).

Tabela 13:Dados de RMN dé°C para os compostos identificados como acetaio de

amirina e acetato geamirina

Dados Obtidos (ppm) Dados da literatura (ppm)
Carbonos Okoyeet al, Shanet al,,
2014 2014
Acetato den- Acetato des- Acetato dex- | Acetato des-
amirina amirina amirina amirina

C-1’ 171,0 171,0 171,5 171,1
C-2 21,3 21,3 21,5 21,4
C-1 38,4 38,2 38,6 38,3
C-2 23,6 23,6 23,8 23,5
C-3 80,94 80,9 81,2 81,0
C-4 37,7 40,0 37,9 39,8
C-5 55,2 55,2 55,5 55,2
C-6 18,2 18,2 18,4 18,3
C-7 32,8 32,6 33,1 32,6
C-8 40,0 37,7 40,2 37,7
C-9 47,6 47,5 47,8 47,6
C-10 36,8 36,8 37,0 36,8
C-11 23,3 23,6 23,6 23,6
C-12 124,3 121,6 1245 121,6
C-13 139,6 145,2 139,8 145,2
C-14 42,0 41,7 42,4 41,7
C-15 26,7 26,1 28,3 26,1
C-16 26,6 26,9 26,8 26,9
C-17 33,7 32,5 33,9 32,5
C-18 59,0 47,2 59,3 47,2
C-19 39,6 46,7 39,8 46,8
C-20 39,6 31,1 39,8 31,1
C-21 31,23 34,7 31,5 34,7
C-22 41,5 37,1 41,7 37,1
C-23 28,1 28,1 28,3 28,0
C-24 16,8 15,5 16,9 15,6

Continuacao.
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Tabela 13: Dados de RMN dé°C para os compostos identificados como acetate-de

amirina e acetato geamirina

Dados Obtidos (ppm) Dados da literatura (ppm)

Okoyeet al, Shanet al,
Carbonos 2014 2014

Acetato dex- Acetato des- Acetato dex- | Acetato des-
amirina amirina amirina amirina

C-25 15,7 16,8 15,9 16,7
C-26 17,5 16,8 17,7 16,8
C-27 23,2 25,9 23,4 26,0
C-28 28,7 28,4 29,1 28,4
C-29 16,8 33,3 17,0 33,4
C-30 21,4 23,6 21,6 23,7

No espectro DEPT-135 (Figura 53), ndo foi observado o sinal para o deslocamento
emo 171,0 indicando que o carbonolC-néo esta ligado a hidrogénios. O sinal enmy
80,9 aparece positivo para o carbono C-3 indicando que o carbono esta ligado a um
hidrogénio. Os sinais e 171,0 (C1’) e 21,3 (C-2’) correspondem ao carbono da
carbonila e ao carbono da metila de grupdilacespectivament®o espectro DEPT-135
foi observado o sinal positivo el 24,3 referente ao C-12a, atomo de carbofbgamo
a um hidrogénio, o sinal el 39,6, ndo apareceu no espectro DEPT-135, indicando que
o carbono C-13a, ndo estéa ligado & hidrogénios. Os sinais analisados para o espectro de
RMN de'3C e DEPT, corroboram com a estrutura do acetateairina(7) de acordo
com os dados descritos na literatura por Oledya. (2014).

No espectro DEPT-135 foi observdo o sinal positivoceh21,6 referente a C-
12b atomo de carbono®ligado a um hidrogénio, o sinal efl45,2, ndo apareceu no
espectro DEPT, indicando que o carbono C-13b, ndo apresenta hidrogénios. Os sinais no
espectro de RMN d¥C e DEPT, corroboram com a estrutura do acetaté-airina
(8) (Mauryaet al.,2012 Shanet al. 2014).

No espectro de RMN d#i (Figura 54), foi observado sinais como simpletos entre
0 1,06 a 0,79 correspondentes aos atomos de hidrogénios dos grupos metila emtre C-23
C-30. O simpleto end 2,08 corresponde aos atomos de hidrogénios 2eligado a
carbonila. O sinal do hidrogénio ligado a C-3 aparece como um duploduplétd,st
O tripleto em¢ 5,11 0 = 3,7 Hz) integrado para um hidrogénio, corresponde ao
hidrogénio ligado ao carbono C-12a, referente ao acetat@dgrina de acordo com o0s
dados descritos por Okowe al. (2014). O tripleto em 5,17 § = 3,6 Hz), corresponde
ao hidrogénio ligada C-12b (Sharet al, 2014; Srisuricha& Pornpakakul, 2015).
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A fracdo F3, foi submetida a reprecipitacédo obtes®lo-composto hexanoato de
germanicol9) (29 mg). A amostra foi submetida a anélise por CG-EM e o cromatograma
foi mostrado na figura 8, o espectro de massas esta disposto na figura 55.
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Figura 55: Espectro de massas (IE, 70 eV) do hexanoato de germgjicol

No espectro de massas referente ao comp(toobservase pico do ion-
molecular enm/z524 (4%) compativel com a férmula moleculasHsoO2 compativel
com a formula molecular do hexanoato de germanicol (Figura 55). No espectro de massas
foi observado fragmentacdes caracteristicas para o germanicolz$08 (2%), 393
(6%), 218(13%), 204(79%), 189 (100%), 177 (60%) e estao de acordo com os dados
reportados por Biesbo@t al (1982). O fragmento emn/z 509 (10%) observado no
espectro de massas corresponde a perda de um grupo metila e os fragmentos em 99 (16%)
e 71 (22%) supostamente estdo relacioandos ao grupo hexanoil. A proposta para o
mecanismo de fragmentacao esta disposta na figura 56.
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m/z =524 m/z =393

m/z =189

m/z=1717

Figura 56: Proposta para o mecanismo de fragmentacdo do hexanoato de germanicol.

Os dados de RMN referentes ao hexanoato de germ#&8)csleguem dispostos
nas figuras 57, 5859.
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A tabela 14 relaciona os sinais obtidos no espectro de RMN de 13C para o

compostd9), com os dados da literatura referente ao hexanoato de germanicol.

Tabela 14 Dados de RMN dé3C para o composto identificado como hexanoato de
germanicol(9)

Dados Obtidos Dados da literatura (ppm)

(ppm)
Carbono Rojaset al, Luz et al, 2016 Tianet al,,

2004 2006

C-6’ 13,9 13,7

C-5 22,3 22,2

c-4 31,3 31,1

C-3’ 24,8 24,7 24,8

C-2’ 34,8 34,7 34,6

C-1 173,7 173,6 172,7

C-1 38,6 38,5 38,2

C-2 23,7 23,6 23,7

C-3 80,6 80,5 81,0

C-4 37,8 37,7 37,9

C-5 55,5 55,4 55,5

C-6 18,1 18,0 18,1

C-7 34,5 34,2 34,5

C-8 40,7 40,6 40,9

C-9 51,1 51,0 51,1

C-10 37,1 37,0 37,1

C-11 21,1 21,0 21,2

C-12 26,2 26,1 26,2

C-13 38,4 38,3 38,4

C-14 43,3 43,2 43,3

C-15 27,5 27,4 27,5

C-16 37,3 37,6 37,2

C-17 34,3 34,4 34,3

C-18 142,7 142.,6 142,7

C-19 129,7 129,6 129,7

C-20 32,4 32,2 32,2

C-21 33,3 33,2 33,2

C-22 37,7 37,2 37,8

C-23 27,9 27,8 27,9

C-24 16,1 16,0 16,5

C-25 16,6 16,5 16,8

C-26 16,8 16,6 16,2

C-27 14,6 14,5 14,6

C-28 25,2 25,1 25,3

C-29 31,3 31,2 31,3

C-30 29,2 29,1 29,2
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No espectro de RMN d&C (Figura 57) para o compos(®) foi observado os
sinais de carbonos insaturados®t?9,7 e 142,7 caracteristicos dos a&tomos de carbono
C-19 e C-18, respectivamente, do triterpeno pentaciclico germanicol (Tabelol14).
espectro DEPT-135 (Figura b®i observado o sinal em129,7 positivo referente a C-
19, &tomo de carbono %sfigado a um hidrogénio. O sinal 42,7 n&o apareceu no
espectro DEPT, indicando que o carbono C-20, ndo esté ligado a hidrogénios. O sinal em
0 173,7 refere-se a C-correspondente ao carbono da carbonila. O sinal®89,6 (C-3)
do esqueleto triterpeno corresponde ao carbono ligado ao grupo (-OCO-). Nao foi
observado no espectro do DEPT-135 o sinal para o deslocameatb7/é)7, indicando
que o carbono @2, ndo esta ligado a hidrogénios. O sinal emy 80,6 aparece positivo
para C-3 indicando que o carbono esta ligado a um hidrogénio. Os sinais observados em
0 27,9 (C-23), 16,1 (C-24), 16,6 (C-25), 1§B26), 14,6(C-27), 25,2 (C-28), 31,3 (C-
29), 29,2 (C-30) confirmam a presenca de oito grupos metila pertencentes a estrutura
olean-18-eno, de acordo com a literatura Rejad (2004) e Luzt al (2016). Os sinais
emo 13,9 (C¢’), 22,3 (C5), 31,3 (C4’), 24,8 (C3’), 34,8 (C2’), ndo fazem parte da
estrutura olean-18-eno, indicando a presenca do grupo hexanoil ligado a estrutura do
germanicol (Tiaret al, 2006) (Tabela 14). Os sinais observados no DEPT-135 indicam
a presenca de 9x(GH14x(Ch) e 5x(CH), compativel com a estrutura do hexanoato de
germanicol.

No espectro de RMN d#H (Figura 59), foi observado diferentes simpletos entre
0 1,07 a 0,73 correspondentes aos atomos de hidrogénios pertencentes aos grupos metilas
(C-6”), (C-23), (C-24), (C-25), (C-26), (C-27), (C-28), (C-29) e (C-30). O multipleto em
0 2,28 corresponde aos atomos de hidrogénios dbdligado a carbonila. O sinal do
hidrogénio ligado a C-3 aparece como um tripletose#48 indicando o acoplamento
com dois atomos de hidrogénio ligado ao carbono C-2. O simpletode®® integrado
para um hidrogénio, corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono C-19. As atribuicdes
referentes aos sinais no espectro de hidrogénio, esta de acordo com os resultados descritos
por Rojaset al (2004) e Algasounst al (2014).

Na figura 60 esta disposto todos os compostos obtidos do extrato hexanico das

raizes deé=. heterophylla.
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Hexanoato de germanic(d)

Figura 60: Compostos isolados do extrato em hexano das raiZzeshd¢erophylla
Os triterpenos caracterizados (Figura 60), para o extrato hexanide. de

heterophyllapodem estar vinculados as diferentes propriedades bioativas para esta

espécie, visto que tais componentes apresentam diferentes tipos de atividades bioativas
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relatadas (Kirimeet al, 1997; Chert al, 2012; lyer& Patil, 2012; Maurget al, 2012;
Okoyeet al, 2014).

O p-sitosterol(1) possui propriedade anti-hiperlipidémicos, antitumorais, anti-
inflamatoria (Loizowet al., 2010; lyer& Patil, 2012). O acetato de lup€d) componente
majoritario no ERH, possui propriedades antinociceptiva, anti-inflamatéria e
antitumorais (Cheet al, 2012; Shamt al, 2014). O acetato de taraxastgd)l possui
atividade relatada frente a prevencao de insuficiéncia hepética e antiespasmaodico (ljima
et al, 1995. Kirimeret al, 1997). O acetato de-amirina(7) possui atividade anti-
imflamatoria e antidiabética (Singdt al, 2009; Okoyeet al, 2014). O acetato de
amirina(8) possui propriedades anti-hiperlipidémicos, antioxidante e citotdxica (Fabiyi
et al, 2012; Maurgpet al,, 2012).

Os pesquisadores Vamsidteral (2000), avaliaram a marcha fitoquimica e o
potencial antinociceptivo dos extratos em hexano, acetato de etila e cloroférmio para as
raizes da plant&. heterophyllaTodos os extratos apresentaram avaliagdo positiva para
triterpenos e um potencial antinociceptivo signtfica Os extratos metandlico e aquoso
para as folhas da planfa heterophyha foram avaliados frente a marcha fitoquimica e o
potencial anti-inflamatérios por Falode al. (2006). Os testes de marcha fitoquimica
indicaram a presenca de terpenos e saponinas para 0s extratos aquosos da planta, tal qua
apresentou potencial anti-inflamatério comparado ao medicamento utilizado como
referéncia. Okeniyet al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante das fracdes em
hexano, acetato de etila e butanol derivados da extracao liquido-liquido proveniente do
extrato das folhas e caules em metanol da pEnketerophyllaA marcha fitoquimica
para o extrato em metanol indicou a presenca de triterpenos na composi¢cédo dos extratos

em metanol, todas as fracGes derivadas apresentaram potencial antioxidante consideravel.
4.3 Isolamento e identificacdo de componentes do extrato da folha em hexano
A massa obtida para o extrato das folhas em hexano (EFH), foi de 8,75 g e a

marcha fitoquimica realizada indicou a presenca de triterpenos em sua composiGao

extrato foi analisado por CG-EM (Figura 61).
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Figura 61: Cromatograma de ions totais do extrato em hexano das folh& de
heterophylla e a regido com picos selecionados contendo fragmentacfes caracteristicas

para triterpenos.

Os picos selecionados no cromatograma de 1 ao 5 (Figura 61), tiveram
fragmentacdes emn/z 189, 203, 214 e 21&aracteristicos para triterpenos (Ogunkoya,
1981; Ayatollahi et al., 2011), sendo assim o extrato EFH, foi conduzido a
procedimentos cromatograficos para isolamento dos metabdlitos de interesse.
Inicialmente, foi realizado pré-fracionamento por cromatografia a vacuo, e a fracdo F1
(1,3 g), foi selecionada e submetida ao procedimento de CCD preparativa (silica gel),
com fase movel hexano-diclorometano 1:1 (vébhtendo a fracdo F1.1 (143,3 mg). A
fracdo F1.1 foi reprecipitada obtendossiacdo F1.1a (37 mg), contendo o acetato de
lupeol(3), acetato de-amirina(7) e acetato dg-amirina(8), caracterizados por CG-EM
e RMN.

O cromatograma referente a fracdo F1.1a esta disposto na figura 62.

1O
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Figura 62: Cromatograma de ions totais da fracdo F1.1a obtida do extrato EFH, apresenta

0 acetato de lupe@B), acetato de-amirina(7) e acetato dg-amirina(8).

No cromatograma figura 62 observa-se o pico majoritario com area de 71,0%
referente a sobreposi¢do das areas do acetato de (8peacetato de-amirina(7). O
outro pico com area de 29,0%, foi identificado como acetatg-amirina (8). Os
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espectros de massas referente aos compostos, corroboram com os caracterizados no item
4.2 para 0s compostos em questao.

Os os dados de RMN referentamistura obtida, seguem dispostos nas figuras 63,
64 e 65.
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Nos espectros de RMN déC, de'H e DEPT-135 (Figura 63, 64 e )6fi
observado os sinais referentes ao acetato de I(§)¢atetato de-amirina(7) e acetato
deS-amirina(8), identificados no presente trabalho, para amostras obtidas do extrato da
raiz em hexano descrito no item 4.2. Através dos espectros de RMN, é possivel destacar
0 acetato de-amirina(7), como o componente majoritario para adi@gl.la visto que
0s sinais referentes a este componente obtiveram maior intensidade comparado aos sinais

atribuidos para os acetatos de lug8pk s-amirina(8).

4.4 Isolamento e identificacdo de componentes do extrato da folha em acetato de
etila

A massa obtida para o extrato das folhas em acetato de etila (EFAC) foi de 15,47
g e a marcha fitoquimica realizada indicou a presenca de triterpenos em sua @mnposic

apos ser derivatizado e analisado por CG-EM (Figura 66).
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Figura 66: Cromatograma de ions totais do extrato em acetato de etila das folhas de
heterophylla e a regido com componente apresentando espectro de massas com

fragmentacdes comuns para triterpenos.

O cromatogramapara o extrato EFAC disposto na figura 60 foi analisado no item
4.1, avaliand sua composicdo através do indice de retencdo. Na regido limite
estabelecida pelo tempo de retencdo dos padrdes utilizados para calcular o indice de
retencdo, nao foi possivel identificar triterpends cromatograma (Figura 60), observa-
seuma regido especifica entre 60 a 65 minutos contendo picos com espectro de massas
contendo fragmentacdes em/z 189, 203, 214 e 218 caracteristicas de triterpenos
(Ogunkoya, 1981; Ayatollahi et al., 2011). Desta maneira o extrato foi submetido aos
procedimentos cromatograficos, inicialmente realizando um pré-fracionamento por
cromatografia a vacuo. Apos o pré-fracionamenfracdo (1), 8,4 g foi selecionada e

submetida a cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase estacionéria e fase
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movel hexano-diclorometano 3:1 e 1:1 (v/v), obtendo a fracdo F1.4 com massa de 0,71 g.
A fracéo F1.4 foi analisada por CG-EM, e submetida a reprecipitacao olstead@mssa
de 0,36 g. A amostra obtida foi submetida a cromatografia em coluna, com fase mével
hexano/diclorometano 3:1 (v/v), obtendo-se duas fracdes contendo o acetato d&)Jupeol
(7,1 mg) e uma mistura contendo o acetate-denirina(7) e acetato dg-amirina(8)
(15,9 mgq), caracterizados por CG-EM e RMN.

A figura 67 apresenta o cromatograma referente a amostra contendo o composto

acetato de lupedB).
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Figura 67: Cromatograma de ions totais do acetato de lu®plobtido do extrato
EFAC.

Os dados referentes aos espectros de massas e RMN, obtidos para esta fracao,
estdo de acordo com os dados caracterizados para 0 composto acetato (&), yoel

0 mesmo, foi caracterizado no presente trabalho para o extrato ERH no item 4.2.

Na figura 68 pode-se observar o cromatograma referente a amostra contendo a

mistura dos compostos acetatod@mirina(7) e acetato dg-amirina(8).
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Figura 68: Cromatograma de ions totais do acetata-@enirina (7) e acetato de-
amirina(8), obtidos do extrato EFAC.
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No cromatograma dispostos na figura 68, obsseva-composto majoritario
acetato de-amirina(7) (81,8%), e 18,2% do composto acetatg-deirina(8). Os dados
referentes aos espectros de massas e RMN, obtidos para esta fragéo, estdo de acordo ao
dados caracterizados para 0os compostos acetat@uhrina(7) e acetato dgs-amirina
(8), pois os mesmos, foram caracterizados no presente trabalho para o extrato ERH no
item 4.2.

4.6 Atividade alelopatica dos extratos da plant&. heterophylla

Apés a caracterizagdo dos extratos das folhas e raiEehdeerophyllaforam
submetidos a ensaio do potencial fitotoxico sobre a germinag¢do das sementes de sorgo,
alface e pepino, avaliando-se a germinacéo e o crescimento do caule e raiz. Os dados
obtidos foram comparados ao controle utilizado (Tween 80 0,5%), pelo teste de Tukey
(5%). Os resultados obtidos para cada espécie testada estdo apresentados nas tabelas
figuras aseguir.

A atividade dos extratos derivados Heheterophyllasobre a germinacédo das

sementes do sorg8¢rghum bicoloy, seguem dispostos na Tabela 15.
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Tabela 15: Efeitos dos extratos d& heterophyllasobre a germinaca@asisementes de sorgo

Tratamento % de germinacac % de inibicao* Caule % de inibicao* Raiz % de inibicao*

Controle 75,0+8,7 a 45+0,1a 42+12a

EFH 0,1 mg mL! 81,7+5,8a -8,9 25+2060Db 44.4 2,7+03a 35,7

0,5 mg mL* 70,0+ 18,0 a 6,7 2,0+0,3b 55,5 26+06a 38,1

1,0 mg mL* 63,3+58a 15,6 26+05b 42,2 2,7+x09a 35,7

2,0 mg mL! 63,3+24,7 a 15,6 24+05Db 46,7 29+06a 30,9

EFME 0,1 mg mLt 78,3+12,6a -4.4 3,2+09a 28,9 36+13a 14,3

0,5 mg mL! 80,0+21,8a -6,7 28+11a 37,8 32+x11a 23,8

1,0 mg mLt 65,0+50a 13,3 2,7+03a 40,0 35+0,1a 16,7

2,0 mg mLt 73,3+12,6a 2,3 28+0,2a 37,8 2,7+0,1la 35,7

EFMEAc 0,1 mg mt* 55,0+ 8,7 ab 26,7 1,8+0,1b 60,0 2,8+0,4 ab 33,3

0,5 mg mt* 46,7 £ 20,2 ab 37,7 15+060Db 66,7 15+08b 64,3

1,0 mg mL2t 25,0+17,3 bc 66,7 15+£02b 66,7 16+10b 61,9

2,0 mg mL! 6,7+5,8¢c 91,1 1,0+13b 77,8 05+0,5b 88,1

EFAC 0,1 mg mt* 81,7+126a -8,9 32+0,3b 28,9 32+0,4ab 23,8

0,5 mg mL* 58,3+ 7,6 ab 22,3 2,8+0,6 bc 37,8 36+11ab 14,3

1,0 mg mL* 60,0 £5,0 ab 20,0 2,3+0,3bc 48,9 2,4+0,5ab 42,9

2,0 mg mLt 36,7+£10,4 Db 51,1 22+0,2c 51,1 16+03b 61,9

Continuagéo.
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Tabela 15: Efeitos dos extratos d& heterophyllasobre a germinagcédo das sementes de sorgo

Tratamento % de germinacac % de inibicao* Caule % de inibicao* Raiz % de inibicao*

Controle 75,0+8,7 a 45+0,1a 42+12a

ERH 0,1 mg mt* 76,7+189a -2,3 2,7+04b 40,0 29+05a 30,9

0,5 mg mL! 76,7+16,1a -2,3 26+£04Db 42,2 2,7+06a 35,7

1,0 mg mL! 70,0+21.8a 6,7 24+09b 46,7 25+06a 40,5

2,0 mg mL! 71,7+76a 4.4 21+09b 53,3 23+x11a 45,2

ERME 0,1 mg mt* 63,3+58a 15,6 3,0+0,3b 33,3 28+06a 33,3

0,5 mg mL* 73,3+58a 2,3 2,3+0,2b 48,9 25+0,1a 40,5

1,0 mg mLt 63,3+7.6a 15,6 23+0,5b 48,9 22+0,7a 47,6

2,0 mg mL! 60,0+17,3 a 20,0 21+060Db 53,3 23+x14a 45,2

ERMEAc 0,1 mg mL* 71,7+29a 4.4 30+£04Db 33,3 3,6+0,4ab 14,3

0,5 mg mL* 53,3+ 7,6 ab 28,9 2,2+0,5bc 51,1 2,2+0,3bc 47,6

1,0 mg mL* 60,0 £5,0 ab 20,0 2,0+0,3bc 55,5 2,3+0,4 bc 45,2

2,0 mg mL! 33,3+189b 55,6 20+0,3c 55,5 16+0,2c 61,9

As médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao nivel do teste de5Pakkyprobabilidade. * em relagdo ao controle [solucao
aquosa de Tween 80 a 0,5% (m/v)]. Extrato das folhas em hexano (EFH), em metanol (EFMERtendaetila (EFAC), extrato das raizes
em hexano (ERH), em metanol (EFME), fracdo obtida apds acidificacdo de EFME (EFMEAc) e ERME (ERMEAC).
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A porcentagem de germinacdo obtidas nos tratamentos utilizando os extratos
EFH, EFME, ERH e ERME néo diferiram estatisticamente do controle indicando que néo
houve atividade sobras sementes de sorgo. O tratamento utilizando o extrato EFAC
diferiu estatisticamente do controle indicando inibic&o a partir da concentracédo de 0,5 mg
mL? (22,3%), destacando a inibicdo de 51,1% da germinacdo em 2,0 " atlela
15). O extrato EFMEc inibiu o desenvolvimento das sementes ainda na concentracao
de 0,1 mg mt (26,7%). Na concentracdo de 2,0 mghu extrato inibiu em 91,1% a
germinacao da semente. A porcentagem de germinacao obtida no tratamento utilizando o
extrato ERMEAc diferiu estatisticamente em relacdo ao controle, indicando que este
extrato apresentou atividade sobre a germinacdo do sorgo, destaearmmcentracao
de 2,0 mg mtt que inibiu 55,6% da germinacdo das sementes (Tabela 15).

O efeito dos extratos das folhasEleheterophyllasobre o crescimento médio do

caule das sementes de sorgo estao dispostos na figura 69.
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Figura 69: Atividade alelopatica dos extratos das folhasEdéeterophyllasobre o

crescimento do caule de sorgo.

O tratamento com o extrato EFME obteve similaridade com o crescimento do

caule em relacdo ao controle, indicando que n&o houve atividade para todas as
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concentracdes avaliadas. Os tratamentos com os extratos EFH,AERMEFAC
diferiram estatisticamente do controle para todas as concentragOes avaliadas (Tabela 15).
O tratamento com o extrato EFH n&o diferiu no potencial de inibicdo entre as
concentracdes avaliadas indicando que ndo houve aumento na inibicdo do crescimento do
caule em relacdo ao aumento da concentracdo (Figur® @@tamento com o extrato
EFAC diferiu entre as concentracdes avaliadas indicando aumento na inibicdo em relacéo
ao aumento da concentracdo, destacando-se a inibicéo 51,1% para a concentracdo de 2,0
mg mL?2. O tratamento com o extrato EFMEapresentou maior inibigdo comparado aos
outros extratos, destacando-se a reducdo de 77,8% do crescimento do caule na
concentracéo de 2,0 mg mL

As atividades dos extratos Beheterophyllasobre o crescimento da raiz do sorgo

seguem dispostos na figura 70.
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Figura 70: Atividade alelopatica dos extratos das folhasEdéheterophyllasobre o

crescimento de raizes de sementes de sorgo.

Os tratamentos utilizando os extratos EFH e EFME obtiveram similaridade ao
crescimento do controle indicando que nao houve atividade destes extratos para o
parametro avaliado (Figura 70). Os tratamentos com o0s extratos A-RIEFAC

diferiram estatisticamente do controle para todas as concentra¢des avaliadas, indicando o
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potencial de inibicdo do crescimento da raiz principalmente na concentracdo de 2,0 mg

mL™ onde inibiram em 88,1% e 61,9%, respectivamente (Tabela 15).

O potencial de inibicdo dos extratos das eside E. heterophyllasobre o

desenvolvimento do caule de sorgo esta disposto na figura 71.
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Figura 71: Atividade alelopatica dos extratosmgdraizes deE. heterophyllasobre

crescimento do caule de sementes de sorgo.

Os tratamentos avaliados diferiram estatisticamente do controle em todas as
concentracdes testadas, porém os tratamentos utilizando os extratos ERH e ERME néo
diferiram entre as concentracdes testadas, indicando que o aumento da concentragao nao
potencializou a inibicdo (Tabela 15). O tratamento com o extrato ERMtibiu 51,1%
do crescimento do caule ainda na concentragio de Oplmgporém esta inibicdo ndo
diferiu em relacdo as outras concentracdes, indicando que o aumento da concentracao a
partir de 0,5 mg mt ndo implicou no aumento significativo da atividade sobre o
desenvolvimento do caule (Figura 71).

Os resultados referentes a atividade dos extratos das daiE. heterophylla

sobre o desenvolvimento da raiz de sorgo estéo dispostos na figura 72.
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Figura 72: Atividade alelopatica dos extratossraizes deE. heterophyllasobre o

crescimento dsraizes de sementes de sorgo.

Os tratamentos utilizando os extratos ERH e ERME obtiveram similaridade em
relacdo ao controle indicando que ndo houve atividade sobre o crescimento da raiz das
sementes de sorgo (Tabela 15). O extrato ERbiferiu estatisticamente do controle
a partir da concentracéo de 0,5 mgtnindicando potencial na inibicdo da raiz de sorgo,
principalmente na concentracdo de 2,0 mg'mtom a inibicdo de 61,9% do
desenvolvimento (Figura Y2

A atividade dos extratos derivados Heheterophyllasobre a germinacédo das

sementes do pepin€@cumis sativys seguem dispostos na Tabela 16.
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Tabela 16 Efeitos dos extratos d& heterophyllssobre o desenvolviment@asisementes de pepino

Tratamento % de germinacac % de inibicao* Caule % de inibicao* Raiz % de inibicao*
Controle 93,3+29a 1,8+0,8a 39+10a

EFH 0,1 mg mt* 93,3+58a 0,0 20x+0,2a -11,1 43+0,6a -10,3
0,5 mg mL* 950£50a -1,8 19+0,3a -5,6 43+09a -10,3

1,0 mg mL?t 88,3+10,4 a 54 1,7+0,3a 5,6 41+11a 5,1
2,0 mg mL! 96,7+29a -3,6 22+0,2a -22,2 48+0,7a -23,1

EFME 0,1 mg mt* 93,3+29a 0,0 1,7+0,3a 5,6 3,7+05a 51
0,5 mg mL! 98,3+29a -5,4 15+0,2a 16,7 3,0+x0,1a 23,1

1,0 mg mLt 95,0+0,0a -1,8 16+0,2a 111 3,8+0,7a 2,6

2,0 mg mLt 96,7+5,8a -3,6 14+0,1a 22,2 3,8+x04a 2,6

EFMEAc 0,1 mg mt* 95,0+50a 1,8 19+a0,3 -5,6 40+0,6a -2,6
0,5 mg mt* 96,7+29a -3,6 1,6+0,3ab 111 29+03a 25,6

1,0 mg mL! 80,0+£50a 14,2 0,8+0,1ab 55,5 2,6+0,1ab 33,3

2,0 mg mL! 26,7+115Db 71,4 0,7+0,3b 61,1 1,2+06b 69,3

EFAC 0,1 mg mt* 100,0+0,0 a -7,2 1,1+0,3a 38,9 32+0,80a 17,9
0,5 mg mL* 96,7+29a -3,6 1,2+04a 33,3 3,7+0,48 a 51

1,0 mg mL* 93,3+29a 0,0 09+0,1a 50,0 34+0,26a 12,8

2,0 mg mLt 83,3+20,2a 10,7 0,7+0,1a 61,1 2,7+0,08 a 30,8

Continuagéo.
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Tabela 16 Efeitos dos extratos de heterophyllasobre o desenvolvimento das sementes de pepino

Tratamento % de germinacac % de inibicao* Caule % de inibicao* Raiz % de inibicao*

Controle 93,3+29a 1,8+0,8a 39+10a

ERH 0,1 mg mL! 93,3+29a 0,0 14+0,3a 22,2 34+05a 12,8

0,5 mg mt* 95,0+8,7a -1,8 1,8+0,1a 0,0 39+0,3a 0,0

1,0 mg mLt 91,7+104 a 1,7 16+05a 111 3,5£0,7a 10,3

2,0 mg mL! 98,3+29a -5,4 15+0,2a 16,7 3,2+0,3a 17,9

ERME 0,1 mg mt* 96,7+5,8a -3,6 1,1+0,2a 38,9 26+04a 33,3

0,5 mg mL* 95,0+8,7a -1,8 19+0,3a -5,6 36+0,7a 7,7

1,0 mg mLt 88,3+10,4 a 54 20+0,2a -11,1 3,1+00a 20,5

2,0 mg mL! 93,3+115a 0,0 19+04a -5,6 3,0+0,3a 23,1

ERMEAc 0,1 mg mL* 93,3+5,8a 0,0 1,3+0,2ab 27,8 3,7+0,3a 51

0,5 mg mL* 95,0+50a -1,8 1,5+0,2ab 16,7 38+0,1a 2,6

1,0 mg mL2 91,7+29a 1,7 1,3+0,2ab 27,8 3,3+x0,1a 154

2,0 mg mL! 75,0+10,0b 19,6 06+0,1b 66,7 16+04b 59,0

As médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao nivel do teste de Tukey a 5% de probadtideldeado ao controle [solucdo
aquosa de Tween 80 a 0,5% (m/v)]. Extrato das folhas em hexano (EFH), em metanol (EFME), edeatdta(BFAC), extrato das raizes

em hexano (ERH), em metanol (EFME), fracdo obtida ap0s acidificacdo de EFME (EFMEAc) e ERME (ERMEAC).
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Os ensaios fitotoxicos utilizando os extratos EFH, EFME, EFAC, ERH e ERME
nao diferiram estatisticamente em relacdo a porcentagem de germinagao comparado ao
controle, indicando que ndo houve atividade sobre este parametro para a germinacéo das
sementes de pepino (Tabela 16). O extrato EFMEACc diferiu apenas na concentracdo de
2,0 mg mL?! indicando uma inibicdo de 71,4% na germinagdo das sementes. O ensaio
fitotdxico com o extrato ERMEACc diferiu do controle apenas na concentragédo de 2,0 mg
mLtindicando inibicdo de 19,6%.

Os resultados referentes a atividade dos extratos das folliasheéeerophylla

sobre o crescimento do caule das sementes de pepino, seguem dispostos figura 73.
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Figura 73: Atividade alelopatica dos extratos das folhasEdeheterophyllasobre o
crescimento do caule de pepino.

O crescimento do caule no ensaio fitotoxico com o extrato ExeVidiferiu
estatisticamente do controle a partir da concentragéo de 0,5 rhinditando inibigdo
de 11,1%, o aumento da inibi¢cao foi observado de acordo com 0 aumento da concentragao
visto que em 2,0 mg mtobteveseinibicdo de 61,1% (Tabela 1&)stratamentos com
os extratos EFH, EFME e EFAC néo diferiram estatisticamente do controle indicando
gue nao houve atividade sobre o crescimento do caule das sementes de pepino (Figura

73).
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Os efeitos dos extratos das folhas e heterophyllasobre a inibicdo do

crescimento da raiz de pepino seguem dispostos na figura 74.
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Figura 74: Atividade alelopatica dos extratos das folha& dieeterophyllssobre o

crescimento da raiz de pepino.

O ensaio utilizando o extrato EFME diferiu estatisticamente do controle no
crescimento das raizes de pepino na concentracdo de 2,0 Tigaidando 69,3% de
inibicdo (Tabela 16). Os tratamentos com os extratos EFH, EFME e EFAC néo diferiram
estatisticamente do controle indicando que ndo houve atividade para estes extratos sobre
0 crescimento da raiz de pepino (Figura 74).

Os resultados referentes as atividades dos extratos das raizdsetirophylla
sobre o crescimento do caule de pepino seguem dispostos na figura 75.
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Figura 75: Atividade alelopatica dos extratos das raize€déeterophyllasobre o

crescimento do caule de pepino.

O ensaio fitotoxico com extrato ERME diferiu estatisticamente do controle, na
concentracédo de 2,0 mg mlindicando 66,7% de inibicdo do crescimento do caule de
pepino (Tabela 16). Os tratamentos com os extratos ERH, ERME n&o diferiram
estatisticamente do controle indicando que ndo houve atividade destes extratos sobre o
crescimento do caule de pepino (Figura 75).

Os resultados da inibicdo do crescimento das raizes de pepino avaliadas frente aos

extratos das raizes &e heterophylleestdo dispostos na figura 76.
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Figura 76: Atividade alelopética dos extratos das raizeEdéeterophyllasobre o

crescimento da raiz de pepino.

A atividade do extrato ERMAT foi observadana concentracdo de 2,0 mg mL
indicando 59,0% de inibicdo do crescimento das raizes de pepino (Tabela 16). Os ensaios
com os extratos ERH e ERME nao diferiram estatisticamente do controle indicando que

nao houve atividade destes extratos sobre o crescimento das raizes de pepino (Figura 76).

A atividade dos extratos derivados leeheterophyllasobre o desenvolvimento

das sementes da alfateatuca sativy seguem dispostos na Tabela 17.
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Tabela 17:Efeitos dos extratos d& heterophyllasobre o desenvolvimentasisementes de alface

Tratamento % de germinacac % de inibicao* Caule % de inibicao* Raiz % de inibicao*

Controle 71, 7+7,6 a 0,47 £0,04 a 15+0,14 a

EFH 0,1 mg mt* 73,3+29a -2,2 0,59+0,01a -20,3 1,5+0,10a 0,0

0,5 mg mL* 76,7+58a -7,0 0,55+0,08 a -17,0 1,4+0,08 a 7,1

1,0 mg mL! 68,3+115a 4,7 0,52+0,09 a -10,6 1,3+0,17ab 13,3

2,0 mg mL! 71,7+76a 0,0 0,45+0,01a 4,2 1,0+0,10b 33,3

EFME 0,1 mg mL* 71,7+115a 0,0 0,50 +0,04 a -6,4 14+0,12a 7,1

0,5 mg mL* 75,0+ 8,7a -4,6 0,40 £ 0,04 ab 14,9 09+0,12b 40,0

1,0 mg mLt 63,3+76a 11,7 0,35+0,05b 25,5 0,8 +0,15 bc 49,7

2,0 mg mL! 61,7+76a 13,9 0,29+0,02b 38,3 0,6 +0,06 ¢ 60,0

EFMEAcC 0,1 mg mL! 70,0+10,0 a 2.4 0,55+0,02 a -17,0 1,2+0,16 ab 20,0

0,5 mgmL? 61,7+126a 13,9 0,42 £ 0,07 ab 10,6 0,8 +0,14 bc 49,3

1,0 mg mL! 36,7+7,6b 48,8 0,27 + 0,04 bc 42,5 0,4+0,03cd 73,3

2,0 mg mL! 50+50c 93,0 0,17+0,15¢c 63,8 0,3+0,28d 81,3

EFAC 0,1 mg mt* 52,0+ 132b 27,5 0,39+0,03 a 17,0 0,9+0,15b 40,0

0,5 mg mt* 40+8,7c 94,4 0,09+0,15b 80,8 0,1+0,20c 93,3

1,0 mg mL! 0,0c 100 00+b 100,0 0,0c 100

2,0 mg mL! 0,0c 100 00+b 100,0 0,0c 100

Continuagéo.
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Tabela 17:Efeitos dos extratos d& heterophyllasobre o desenvolvimento das sementes de alface

Tratamento % de germinacac % de inibicao* Caule % de inibicao* Raiz % de inibicao*
Controle 71,7+76a 0,47 £0,04 a 15+0,14a
ERH 0,1 mg mt* 75,0+50a -4,6 0,47 £ 0,06 a 0,0 1,8+0,09 a -20,0
0,5 mg mL* 80,0£50a -11,6 0,54 +0,05a -14,9 1,9+0,24 a -26,7
1,0 mg mL* 71,7+126 a 0,0 0,52+0,04 a -10,6 1,9+0,05a -26,7
2,0 mg mL! 68,3+144 a 4,7 0,38+0,01b 19,1 1,7+£0,20a -13,3
ERME 0,1 mg mt* 83,3+15,3a -16,2 0,48 +0,01 a -2,1 1,5+0,30 ab 0,0
0,5 mg mL* 58,3+ 16,1a 18,7 0,38 £0,07 ab 19,1 1,2+0,23 ab 20,0
1,0 mg mLt 51,7+176 a 27,9 0,39+ 0,07 ab 17,0 1,1+0,26 ab 26,7
2,0 mg mL! 50,0+5,0a 30,3 0,34+0,02b 27,6 09+0,22b 40,0
ERMEACc 0,1 mg mL! 61,7+115a 13,9 0,41 +0,10 ab 12,8 1,3+£0,23 a 13,3
0,5 mg mL* 350+50b 51,2 0,24 + 0,08 bc 48,9 0,6+0,14b 60,0
1,0 mg mLt 6,7+29c 90,6 0,14+ 0,04 cd 70,2 0,2 + 0,03 bc 86,7
2,0 mg mL! 0,0c 100,0 0,0d 100,0 0,0c 100,0

As médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao nivel do teste de Tukey a 5% de probadtideldeado ao controle [solucdo
aquosa de Tween 80 a 0,5% (m/v)]. Extrato das folhas em hexano (EFH), em metanol (EFME), edeastdta(&FAC), extrato das raizes

em hexano (ERH), em metanol (EFME), fracdo obtida apos acidificacdo de EFME (EFMEAc) e ERME (ERMEAC).
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Os ensaios fitotoxico com os extratos EFH, EFME, ERH e ERME néo diferiram
estatisticamente do controle em relagéo a germinagdo das sementes de alface indicando
que ndo houve atividade sobre este parametro (Tabel® Efjsaio fitotdxico com o
extrato EFMEAc diferiu estatisticamente do controle a partir da concentracdo de 1,0 mg
mL? inibindo 48,8% da germinacdo em 2,0 mg b extrato inibiu 93,0% da
germinacao das sementes. O extrato EFAC diferiu do controle a partir da concentracao
0,1 mg mL?! inibindo 27,5% da germinacgdo, e a partir de 1,0 mg mlextrato inibiu
completamente o desenvolvimento das sementes. O ensaio com 0 extrato ERMEAc
proporcionou inibicdo ainda na concentracdo de 0,5 m¢ imibindo 51,2% da
germinacdo, em 2,0 mg o extrato inibiu completamente a germinagdo das sementes
de alface (Tabela 17).

A atividade dos extratos das folhas Eeheterophyllasobre o crescimento do

caule de alface, esta disposta na figura 77.
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Figura 77: Atividade alelopatica dos extratos das folhasEdéheterophyllasobreo

crescimento do caule das sementes de alface.

O ensaio fitotoxico do extrato EFME diferiu estatisticamente do controle a partir
da concentragdo de 1,0 mg tinibindo 25,5% do crescimento do caule, em 2,0 mg mL
1 0 extrato inibiu 38,3%. O tratamento com o extrato ERR!Hiferiu do controle a partir

da concentrac¢éo 1,0 mg nlinibindo 42,5% do crescimento do caule, em 2,0 mg mL
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0 extrato inibiu 63,8% do desenvolvimento das sementes. O maior potencial de inibicdo
foi provocado pelo extrato EFAC, inibindo 80,0% do crescimento do caule ainda na
concentracgéo de 0,5 mg mla partir de 1,0 mg mindo houve germinacgéo (Tabela 17).

O ensaio fitotoxico como o extrato EFH néo diferiu estatisticamente do controle em
relacdo ao crescimento do caule das sementes de alface indicando que ndo houve

atividade sobre este parametro (figury 77

Os resultados referentes a atividade dos extratos das follasheé¢erophylla

frente ao crescimento da raiz de alface seguem dispostos na figura 78.
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Figura 78: Atividade alelopatica dos extratos das folhasEdéheterophyllasobreo

crescimento das raizes das sementes de alface.

O ensaio fitotoxico com o extrato EFH diferiu estatisticamente do controle em
relagdo ao crescimento das raizes de alface na concentracdo de 2,0 apyeaentando
uma inibicdo de 33,3% (Tabela 17). O ensaio com o extrato EFME diferiu
estatisticamente do controle a partir da concentragéo de 0,5 rhinibindo 40,0% do
crescimento dsraizes, em 2,0 mg mfLo extrato inibiu 60,0% do desenvolvimento. O
tratamento com o extrato EFME diferiu do controle a partir da concentragdo 0,5 mg

mL? inibindo 49,3% do crescimentasraizes, o extrato obteve aumenginibicdo em
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relacéo a concentracgio inibindo 81,3% do crescimento em 2,0 thgdrénsaio com o
extrato EFAC inibiu o desenvolvimento das raizes ainda em 0,1 mgmibindo 40,0%

do crescimento, a partir de 1,0 mg*m&o houve germinacao (Figura 78).

Os resultados da atividade dos extratos das raizés teterophyllasobre o

crescimento do caule das sementes de alface estéo dispostas na figura 79.
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Figura 79: Atividade alelopética dos extratos das raizeEdéeterophyllasobre o

crescimento do caule de sementes de alface.

O ensaio fitotdxico com extrato ERH diferiu do controle na concentracdo de 2,0
mg mL? inibindo 19,1% no crescimento do caule da semente de alface (Tabela 17). O
ensaio fitotoxico com o extrato ERME reduziu o crescimento do caule em 27,6% na
concentracido de 2,0 mg mLO ensaio com o extrato ERME obteve atividade ainda
na concentragdo de 0,1 mg thinibindo 12,8%, em 1,0 mg mLo extrato inibiu 70,2%
do crescimento do caule em 2,0 mg*ifo houve germinacéo (Figura 79).

Os resultados da atividade fitotOxica dos extratos das raizes faserophylla

sobre o crescimento das raizes das sementes de alface estéo dispostas na figura 80.
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Figura 80: Atividade alelopatica dos extratos das raize& dbeterophyllafrente ao

crescimento da raiz de sementes de alface.

O ensaio fitotoxico com o extrato ERH ndo diferiu em relacdo ao controle
indicando que nao houve inibicdo do mesmo em relag&o ao crescimento da raiz, por outro
lado o extrato ERME inibiu em 40,0% o crescimento da raiz de alface na concentracao
de 2,0 mg mtt (Tabela 17). O ensaio com o extrato ERA¢Hliferiu do controle ainda
na concentracdo de 0,5 mg tiinibindo em 60,0% o crescimento das raizes, na
concentracéo de 2,0 mg nib&o houve germinacgBigura 80).

Os ensaios fitotdxico sobre as sementes de alface, foram os que obtiveram maior
inibicdo do desenvolvimento em comparacao as outras espécies avaliadas. Os ensaios
fitotoxicos sobre as sementes de pepino obtiveram baixa inibicdo, com excecéo ao ensaio
utilizando o extrato EFMAC na concentracdo de 2 mg thlinibindo 71,4% da
germinacao, 61,1% crescimento do caule e 69,3% crescimento da raiz. Os ensaios
fitotoxico do extrato EFMEAc obtiveram atividade significativa sobre as trés sementes
avaliadas. O maior potencial de inibicdo observado para este extrato, foi para as sementes
de sorgo em 91,1% da germinagéao, 77,8% crescimento do caule e 88,1% crescimento da
raiz na concentragdo de 2 mg ™lOs ensaios fitotdxicos utilizando o extrato EFAC
obtiveram inibicdo consideravel frente as sementes de sorgo e alface, 0 mesmo inibiu
completamente a germinacéo de alface ainda na concentracéo de 1,0'n@ emtrato

ERMEACc inibiu completamente a germinacéo de alface na maior concentracao t2stada (
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mg mL?). Este extrato também inibiu de maneira consideravel o desenvolvimento das
sementes de sorgo em 55,6% na germinacdo, 55,5% crescimento do caule e 61,9%
crescimento da raiz.

Os pesquisadores Mohamed-Saléefrawusi (1983), observaram uma reducéo da
germinacdo das sementes de tomate em ensaio fitotoxico utilizando solos contendo
residuos de decomposicao Eephorbia heterophyllaOs pesquisadores Gusmeatral
(2011), avaliaram o potencifitotéxico dos extratos aquosos Bielens pilosa, Cyperus
rotundus e Euphorbia heterophylmbre a germinacdo das sementes de alface, tomate,
repolho e rabanete. O extrato aquoso da plantaeterophyllainibiu de maneira
significativa todas as espécies de sementes testadas, principalmente a partir da
concentragcdo de 50% (m/v). Diferentes espécies do g&ugtworbiaspp. apresentam
atividade alelopatica relatada entre e&taphorbia helioscopigE. hierosolymitanak.
prostrata, E. hirta €. dracunculoidegAlsaadawet al, 1990; Tanveegt al, 2012; Abu-
Romman, Shatnaw& Shibli, 2010; Pathare; Kols& Pandhure, 2014; Madaidy Saleh
2015).

Os extratos que proporcionaram maiores inibicdes frente as sementes avaliadas
apresentaram em suas composicfes diferentes tipos de acidos graxos com atividade
fitotoxica relatada. A fracdo ERMEE obteve em sua composicao 35,4% de acidos graxos
identificados, sendo que apos a hidrolise teve um aumento para 72,9%. A fracd@EFME
obteve em sua composicdo 9,6% de acidos graxos identificados e apds a hidrélise
aumentou para 55,6%. O extrato EFAC obteve 14,8% de acidos graxos e 17,6% de ésteres
de acidos graxos, apés a hidrélise o total de acidos graxos aumentou para 43,1%. O
extrato EFAC e as fragcbes EFME e ERMEAc apresentaram em comum 0S
componentes majoritarios acidos palmitico, linolgiaglinolénico e estearico
distribuidos em diferentes concentracdes. Os extratos ERMERME néo
proporcionaranmnibicdo significativa nos testes fitotdxico em comparacéo aos resultados
obtidos para as fragcbes EFME& e ERMEAc correspondentes. Este menor efeito
fitotoxico pode estar associado a grande quantidade de carboidratos presentes nestes
extratos metandlicos. Desta forma os componentes ativos possivelmente os acidos graxos
estdo menos concentrados em comparacao a quantidade encontrada nas fracdes EFME
e ERMEAC.

Os pesquisadores Aliottat al (1990), avaliaram a atividade fitotoxica de
componentes isolados da plaiitgpha latifoliasobre a inibicdo do desenvolvimento de
algas marinhas. Entre os compostos isolados os &aeido®Iénico e linoleico

apresentaram potencial na inibicdo de diferentes algas. ®ialo(2013) avaliarana
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atividade alelopatica do 6leo de milho e girassol e do produto da reacao de esterificacao
dos Oleos para formacdo de ésteres metilicos dos compostos majoritarios é&cidos
palmitico, estearico, linoleico e oleico. Estes pesquisadores avaliaram os testes fitotoxicos
sobre a germinacéo das sementes de alface e egtedtacaram o potencial de inibicdo

das sementes de cebola para todos os Oleos avaliados antes e ap0s a reagdo de

esterificacao.

4.7 Atividade antibacteriana

Os extratos, fracbes e compostos isoladds. deterophylldoram submetidos
a avaliacao da atividade antibacteriana, com cep&Stagghylococcus aureuBTCC
29213,S. aureuATCC 25923 dscherichia colATCC 29214, através dos métodos por
diluicdo na concentrdp de 400ug mL*! e difusdo na concentragdo de 2 mglmAs
amostras ndo proporcionaram inibicdo dos micro-organismos nas concentracdes
avaliadas.

Apesar dos extratos e compostosEdeheterophyllando apresentarem efeito
antibacteriano nas concentracdes avaliadas no presente trabalho, alguns dos compostos
isolados apresentam atividade relatada na literatura sobre outras bactérias e em diferentes
concentracdes. Os compostésitosterol e acetato de lupeol apresentam atividade
antibacteriana sobi®taphylococcus auredsTCC 29213, na concentracdo de 8 mg mL
1 descrito por Awololat al (2014). Os pesquisadores Kebal. (2014), avaliaram a
atividade antibacteriana de diferentes triterpenos, entre estes, o pseudo taraxasterol e o
acetato def-amirina sobreE. coli, estes compostos obtiveram concentragdo minima
inibitéria em 1,2 mg mtt e 5 mg mt! respectivamenté taraxasterol possui atividade
antibacteriana sobr& aureus relatada por Villarrealet al (1994), apresentando
concentracdo minima inibitoria em 124 mL™.

Os pesquisadores Fred-Jaiyesi&i Abo (2010), avaliaram a atividade
antibacteriana de diferentes fracdes do extrato etanodlic&. deeterophyllasobre
Staphylococcus albus, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Salmonella typhe Klebsiella pneumona®s autores relataram a atividade do extrato em
etanol sobre as bactéri&s albus, P. mirabilis, S. typlei K. pneumonaem todas as
concentragdes avaliadas (22,5, 45 e 90 mg)mDs pesquisadores Ekundaydckekwe
(2013), avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos aquoso e etanolico das plantas
Jatropha curcase Euphorbia heterophyllafrente as bactériaS. aureus, E. coli,

Staphylococcus faecaksPseudomonas aeruginogas autores relataram que os exsato
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de E. heterophyllaapresentaram efeito antibacteriano positivo, destacando-se o extrato
aguoso com concentragcdo minima inibitéria em REOML?! paraS. faecalise P.

aeruginosae 125ug mL?! paraS. aureu E. coli,

CONCLUSAO

Os extratos obtidos da planEuphorbia heterophyllaapresentaram em sua
composicdo diferentes tipos de componentes com atividade biologica relatadas, os quais
contribuem para o potencial bioativo dos extratos. O extrato EFAC e as fracbe®\ERME
e EFMEACc apresentaram em sua composi¢cao deferentes tipos de acidos graxos, sendo os
principais os acidos palmitico, linoleicgslinolénico e estearico. Além disso todos os
extratos apresentaram teste positivo para triterpenos. Foram isolados do extrato ERH os
compostoss-sitosterol, acetato de lupeol, acetato de taraxasterol, acetato de pseudo-
taraxasterol, acetato de germanicol, hexanoato de germanicol e duas misturas, uma
contendop-sitosterol + estigmaterol e outra com acetata-@nirina + acetato dg-
amirina. Foram isolados do extrato EFAC o acetato de lupeol e uma mistura de acetato
dea-amirina + acetato deé-amirina. Os extratos das folhas e raizes em metanol e hexano
apresentaram baixa atividade fitotoxica sobre as sementes de sorgo, pepino e alface. O
extrato da folha em acetato de etila apresentou atividade fitotbxica com maior potencial
sobre as sementes de alface. As fracoes ERIMEEFMEAC apresentaram atividade
alelopética para todas as sementes das espécies avaliadas, destacando-se o feito sobre &
sementes de sorgo e alfad®@s extratos e compostos ndo apresentaram atividade
antibacteriana nas concentracdes e nos métodos testados. Os resultados obtidos sobre &
atividade alelopatica dos extratos Eeheterophyllanédo foram expressivos suficiente
para serem indicados e explorados como padssieebicidas botanicos. Porem de acordo
com o efeito fitotoxico dos extratos, estima-se que a planta possa interferir levemente na
germinacdo e desenvolvimento de outras espécies em culturas agricolas, desta forma,

contribuindo para sua competitividade.
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