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RESUMO

A Acmella oleracea apresenta propriedade antinociceptiva, antioxidante, anti-inflamatoria,
antibacteriana, além dos efeitos sensoriais de pungéncia, formigamento, entorpecimento e
salivagdo. Entre as substancias de interesse presentes na espécie estdo as alcamidas. Diante do
interesse nessas estruturas, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de extrato bruto
de A. oleracea por meio do aparato Soxhlet e a purificagdo das alcamidas por meio da técnica
inovadora de cromatografia de particdo centrifuga (CPC). A caracterizagao dos compostos por
Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM)
possibilitou a identificagdo de 13 compostos no extrato bruto (sendo 12 alcamidas), incluido
um composto novo. A otimizagdo do processo de isolamento das alcamidas por CPC permitiu
a validacao de sua aplicagdo, buscando manter/otimizar a eficiéncia do fracionamento do
extrato e purificacdo das alcamidas em uma Unica etapa, sendo purificadas trés substancias,
incluido o componente majoritario espilantol (8). Um método complementar de CPC foi
desenvolvido, mostrando-se eficaz para o para a purifica¢do da substancia nova N-isobutildeca-
2,8-dien-6-inamida (1), cujo isolamento estd sendo descrita aqui pela primeira vez na literatura.
A investigacdo da atividade bioldgica das alcamidas isoladas a partir desse projeto permitird
uma melhor compreensao do potencial terapéutico, além de representar um progresso na busca
de alternativas para o tratamento da doenca tropical negligenciada tracoma, causada a partir da

infeccdo por Chlamydia trachomatis.

Palavras-chave: Acmella oleracea. Alcamidas. Soxhlet. Cromatografia de parti¢cao centrifuga.



ABSTRACT

Acmella oleracea has antinociceptive, antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial
properties, in addition to the sensory effects of pungency, tingling, numbness and salivation.
Among the substances of interest present in the species are the alkamides. Given the interest in
these structures, this work aimed to develop a crude extract of A. oleracea using the Soxhlet
apparatus and the purification of alkamides using the innovative technique of centrifugal
partition chromatography (CPC). The characterization of the compounds by ultra-performance
liquid chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-MS) enabled the identification of
13 compounds in the crude extract (12 of which were alkamides), including a new compound.
The optimization of the alkamide isolation process by CPC allowed the validation of its
application, seeking to maintain/optimize the efficiency of extract fractionation and alkamide
purification in a single step, with three substances being purified, including the major
component spilanthol (8). A complementary method of CPC was developed, proving to be
effective for the purification of the new substance N-isobutyldeca-2,8-dien-6-inamide (1),
whose isolation is being described here for the first time in the literature. The investigation of
the biological activity of alkamides isolated from this project will allow a better understanding
of the therapeutic potential, in addition to representing progress in the search for alternatives
for the treatment of the neglected tropical disease trachoma, caused by Chlamydia trachomatis

infection.

Keywords: Acmella oleracea. Alkamides. Soxhlet. Centrifugal partition chromatography.
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1 INTRODUCAO

Pertencente a familia Asteraceae, a espécie Acmella oleracea (L) R.K. Jansen,
conhecida popularmente no Brasil por “jambu”, “agrido-do-brasil” e “agrido-do-pard”, é
uma erva utilizada na medicina tradicional para o alivio de dor de dente, dor de garganta,
estomatite e malaria (CHENG et al., 2015, RONDANELLI et al., 2019). No Brasil, a 4.
oleracea apresenta também grande importancia na culindria, especialmente na regido
Norte do pais, por ser rica em nutrientes como calcio e ferro, e estando presente em pratos
locais como tacacé e pato no tucupi (NASCIMENTO et al., 2013, SANTOS et al., 2019).

Em estudo in vivo com o extrato aquoso das flores de A. oleracea em ratos foi
observado o efeito antinociceptivo por meio da inibi¢cdo da sintese de prostaglandinas,
interrompendo a transmissdo nociceptiva e exercendo uma atividade anti-histaminica
(RATNASOORIYA; PIERIS, 2005). Ainda, como descrito por Nomura e colaboradores
(2013), o extrato etandlico da 4. oleracea rico em alcamidas, também apresentou agao
antinociceptiva em aplica¢do orofacial topica em animais, promovendo o bloqueio dos
canais Transient Receptor Potencial - TRP, levando ao alivio das dores de dente. Além
destes, os compostos presentes na espécie também sdo estudados quanto a acdo
antimalarica in vitro, como demostrado por Mbeunkui e colaboradores (2011), que
concluiram haver um possivel efeito antiplasmodial nos compostos presentes nas flores
da 4. oleracea.

Diferentes propriedades biologicas vém sendo descritas para os compostos obtidos
a partir da espécie A. oleracea, com destaque para as alcamidas, sendo atribuidos
principalmente os efeitos analgésico, antioxidante, anti-inflamatorio (RONDANELLI et
al.,2019; DALLAZEN et al., 2020), antibacteriano (FABRY; OKEMO; ANSORG, 1998;
BARBOSA et al., 2016), além dos efeitos sensoriais de pungéncia, formigamento,
entorpecimento e salivagdo (SILVEIRA; SANDJO; BIAVATTI, 2018).

As alcamidas compreendem um grupo de amidas naturais bioativas, pertencentes a
classe dos alcaloides, caracterizadas pela presenca de um residuo de acido graxo
insaturado (aromatico ou alifatico) ligado a um residuo de amina alifatica ou aromatica

(BOONEN et al. 2012), conforme ntcleo fundamental na Figura 1.
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Figura 1 — Nucleo fundamental das alcamidas.
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Fundamentado em Boonen e colaboradores (2012).

J4

Enquanto a por¢cdo amina ¢ derivada do processo de descarboxilacdo de
aminoacidos, a cadeia alifatica ¢ produto da sintese de acidos graxos e apresenta
diferentes padroes de ligacdes duplas e triplas (acetilenos), além de distintos
comprimentos de cadeia. No género Acmella, a por¢ao base das alcamidas contém
principalmente isobutilamina, sec-butilamina e fenetilamina, derivadas da biossintese de
valina, isoleucina e fenilalanina, respectivamente. J4 os residuos de &cidos graxos
possuem usualmente cadeias de 8 a 12 carbonos de extensdao (GREGER, 2016; RIOS,
2012).

Presente na A. oleracea, a alcamida conhecida como espilantol (Figura 2) ¢ relatada
como componente majoritario em variadas preparagdes da espécie e apresenta diversas
atividades bioldgicas promissoras, incluindo analgésica, antinociceptiva, antioxidante,
anti-inflamatoria, antimutagénica, antirrugas, antifungica, bacteriostatica, entre outras

(BARBOSA et al.,, 2016; GREGER, 2016).

Figura 2 — Estrutura quimica do espilantol.
O
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Considerando a obtencao dessa classe de metabodlitos secundarios, a extragdao de
alcamidas a partir de matérias-primas vegetais pode ser realizada por diversos métodos
extrativos convencionais, tais como maceragao, percolagdo ou com auxilio de aparelho
de Soxhlet (DIAS et al., 2017). Além dessas, a técnica de extracao por fluido supercritico
utilizando CO2 vem sendo mais recentemente empregada na obtencao desses compostos
bioativos ja tendo sido demonstrada para extragdo de alcamidas a partir da 4. oleracea

(DIAS et al., 2012; BLANCO et al., 2018).
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Para o isolamento das alcamidas, diversos métodos convencionais veem sendo
utilizados, porém expondo limitagdes especialmente quanto ao baixo rendimento na
obten¢do desses compostos isolados. Entre os métodos mais usuais destacam-se a
cromatografia de camada delgada (CCD) — tendo como principal limitacdo o isolamento
para pequenas quantidades de amostra; e a cromatografia em coluna cléssica (CC) —
necessitando de grandes quantidades de solvente e fase estacionaria; além da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) — com restri¢do de quantidade de amostra
a ser aplicada por coluna em fungdo de sua complexidade, exigindo muito tempo e
recursos para a purificagdo de propor¢des maiores de amostra (HOSTETTMANN,
MARSTON, HOSTETTMANN, 1986; COSTA et al.,, 2013; CHENG et al., 2015;
COSKUN, 2016; GUETCHUENG et al., 2018; APAZA et al., 2019).

Como alternativa, a cromatografia de particao centrifuga (CPC) desponta como
uma ferramenta vantajosa para a obtengdo de compostos isolados com alto rendimento e
pureza € em uma ou poucas etapas, permitindo a recuperagdo da amostra via etapa de
extrusao e conciliando economia de tempo, recursos € consumo de solventes organicos
(oferendo um carater de tecnologia verde) (LI, CHEN, 2005; BOJCZUK,
ZYZELEWICZ, HODUREK, 2017). Contudo, essa técnica que se baseia na separagio
liquido-liquido dos componentes da mistura em fung¢ao de seus respectivos coeficientes
de particao (Kp) a partir da utilizagdo de um sistema bifasico de solventes (BOJCZUK,
ZYZELEWICZ, HODUREK, 2017) ainda é pouco explorada no que tange o isolamento
de alcamidas de Acmella (MBEUNKUI et. al, 2011), evidenciando a necessidade do
desenvolvimento de um método otimizado que permita o isolamento de um maior numero
de alcamidas de A. oleracea, em altos rendimentos € em Unica etapa.

No que se refere a caracterizagdo e quantificacdo das alcamidas em matrizes
complexas de origem natural, a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLUE-EM), vem sendo amplamente utilizada tem mostrado
vantagens em relagdo as demais técnicas cromatograficas (RAJENDRAN et al., 2017;

RANI et al., 2019; JOSHI et al., 2020).

1.1 JUSTIFICATIVA

Este projeto de Trabalho de Conclusdao de Curso esta atrelado a um projeto em

andamento junto ao grupo de pesquisa sob supervisdo da professora orientadora,
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objetivando a produgdo e avaliagio da atividade antimicrobiana de derivados
semissintéticos do espilantol frente a forma intracelular de Chlamydia trachomatis.
Resultados preliminares demonstraram uma promissora atividade anticlamidia in vitro
para o espilantol (ICs0=41.6 uM) e seu derivado endoperoxido, dioxiacmellamida
(ICs0=13.6 uM), cujo mecanismo de agdo parece envolver a inibicdo de enzimas
peroxirredoxinas — em especial a nivel mitocondrial (peroxirredoxina 3) (DUSHIME et
al., 2020). Nesse sentido, assim como demostrado para o espilantol e seu derivado, as
alcamidas a serem isoladas neste projeto também serdao submetidas aos testes in vitro para
avaliagdo do efeito anticlamidia, de forma a explorar quimica e biologicamente esse grupo
de metabolitos obtidos a partir da A. oleracea, servindo também de subsidio para guiar as
etapas de modificagdao quimica do espilantol, tendo por base a relagao estrutura atividade
das alcamidas naturais objetos de estudo do presente projeto.

Ainda neste contexto, etapas preliminares (dados ndo publicados) permitiram o
cultivo hidropdnico de espécimes de Acmella oleracea e a producdo de um extrato
supercritico bruto, o qual foi caracterizado por CLUE-EM, sendo desreplicadas 14
diferentes alcamidas. A partir deste, um método isocratico de CPC empregando o sistema
quaternario de solventes ARIZONA Q modificado foi desenvolvido para o isolamento
concomitante do maior nimero de alcamidas em Unica etapa.

Diferentes métodos de extracdo, utilizando variados solventes, condi¢des
experimentais e partes da planta ja foram desenvolvidos para obter extratos e alcamidas
purificadas a partir de espécies de jambu (DIAS et al., 2017). Embora utilizado para a
obten¢do de alcamidas a partir das flores de Spilanthes acmella (SHARMA et al., 2011;
DIAS etal., 2012), a técnica extrativa por aparto de Soxhlet ainda € pouco explorada para
extra¢do de alcamidas a partir das partes aéreas de A. oleracea.

Portanto, diante das promissoras atividades apresentadas pelas alcamidas, ¢
primordial estabelecer uma forma eficiente e otimizada para a extragdao ¢ obtengao das
alcamidas de A. oleracea, permitindo explorar de maneira mais aprofundada as suas
propriedades bioldgicas.

Este trabalho permitira, a partir do desenvolvimento de extrato de A. oleracea por
meio do uso do aparelho Soxhlet, a comparagao com aqueles produzidos previamente por
extracdo supercritica. Além disso, a utilizacdo do método desenvolvido para isolamento
das alcamidas pela técnica inovadora de CPC permitira a validagdo sua aplicagdo em

diferentes matrizes vegetais, buscando manter/otimizar a eficiéncia de isolamento de
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alcamidas em uma unica etapa, em grandes rendimentos € com economia de tempo e
solventes.

Além disso, a futura investigagdo da atividade bioldgica das alcamidas isoladas a
partir desse projeto trara um progresso relevante no futuro dos Produtos Naturais perante
a busca de alternativas para o tratamento da doenca tropical negligenciada tracoma,
causada a partir da infec¢ao por Chlamydia trachomatis.

Ainda, a realizagdo deste projeto contribuird para a formagao de recurso humano
capacitado para a pesquisa cientifica em produtos naturais e fitoquimica, altamente
instrumentalizado e habilitado ao processamento de matéria-prima vegetal, extragdo,

isolamento e caracterizagdo de compostos de origem natural.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
- Obter extrato de Acmella oleracea com auxilio de aparato de Soxhlet para caracterizagao

por CLUE-EM e isolamento de alcamidas por CPC.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Preparar extrato a partir das partes aéreas de A. oleracea com auxilio de aparelho
Soxhlet;

- Caracterizar o extrato de Soxhlet de 4. oleracea por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM);

- Isolar as alcamidas a partir do extrato de Soxhlet de A. oleracea por meio de
cromatografia de parti¢ao centrifuga (CPC);

- Caracterizar as alcamidas isoladas por meio da técnica espectroscopica de

espectrometria de massas de alta resolucao (EMAR).
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2 METODOLOGIA

2.1 PREPARACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DE Acmella
oleracea

O material vegetal utilizado nesse trabalho, ou seja, as partes aéreas de Acmella
oleracea (IAN 196473 — Herbario EMBRAPA Amazoénia Oriental, Para), foram
cultivadas por hidroponia e coletadas no municipio de Floriandpolis em fevereiro de
2020, sendo posteriormente secas a temperatura ambiente ¢ ao abrigo de luz solar,
revolvidas duas vezes ao dia, durante 15 dias. O material vegetal seco foi triturado usando

um moinho de facas para reducdo do tamanho de particula.

2.1.1 Obtencao do extrato bruto de A. oleracea pelo método de extraciio por aparato
de Soxhlet

O material vegetal seco e triturado foi introduzido no extrator de Soxhlet e extraido
utilizando etanol absoluto por duas horas até completa exaustao (DIAS et al., 2012). O
extrato bruto obtido foi posteriormente levado a secura sob pressao reduzida utilizando o

evaporador rotatorio, e o solvente recuperado foi reutilizado no processo de extragao.

2.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO BRUTO DE A. oleracea POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLUE-EM)

O extrato bruto de A. oleracea obtido por aparato de Soxhlet foi caracterizado por
desreplicacdo com auxilio de um cromatdgrafo UPLC Waters Acquity H-Class equipado com
gerenciador de solvente quaternario, forno de coluna, amostrador automatico e detector de
arranjo de fotodiodos acoplado a um espectrometro de massas hibrido Waters® modelo
Xevo G2-S QTof, equipado com fonte de ESI Zpray™ e analisadores do tipo quadrupolo-
tempo de voo (QTof).

As separagdes foram realizadas em uma coluna Cis Thermo Scientific® Hypersil GOLD
(100%3 mm, 1,9 pm) mantida a 40 °C com volume de inje¢do de amostra de 1,0 uL. A fase
movel gradiente de 5,5 min combinou solu¢do aquosa de acido formico a 0,1% (A) e
acetonitrila (B), mantido a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min: 0-0,5 min, 90-35% de A; 0,5-
4,0 min, 35% de A; 4,0-4,5 min, 35-2% de A; 4,5-5,0 min, 2% de A; 5,0-5,5 min, 2-90% de

A; e mais 2,5 minutos a 80% de A para recondicionamento da coluna. Os dados



20
espectrométricos foram medidos em modo positivo de ionizag@o no intervalo de massas
de aquisi¢ado entre 100-1000 Da e um com tempo de varredura de 0,3 s. As configuragdes
do instrumento incluiram a voltagem do capilar de 3,0 kV, voltagem do cone 40 V,
voltagem offset da fonte de 80 V, temperatura da fonte de 80 °C, temperatura de
dessolvatagao de 200 °C, fluxo de gas do cone de 50 L/h e fluxo de gas de dessolvatagao
de 600 L/h. O nitrogénio foi usado como gas nebulizador e argdnio como gas de colisao.
A Leucine Enkephalin foi usada como amostra de referéncia (Lockmass m/z 556,2771)
para a medi¢do precisa de massas. Os ions precursores selecionados para cada composto
a partir da varredura geral do espectro EM foram submetidos aos experimentos de
EM/EM, adquiridos também em modo centroide, empregando-se energia de colisdo de
30 eV. Os dados foram processados com o software MassLynx v. 4.1 (Waters®).

Os compostos foram caracterizados considerando o tempo de retengdo (tr), razao
massa-carga (m/z) experimental, respectivas formulas moleculares teoricas, e perfis de
fragmentacdo, os quais foram comparados com dados descritos na literatura em base de

dados de compostos naturais.

2.3 ISOLAMENTO DAS ALCAMIDAS DO EXTRATO BRUTO DE A. oleracea POR
CROMATOGRAFIA DE PARTICAO CENTRIFUGA (CPC)

Visando a obten¢do e isolamento de um maior numero de alcamidas, em grandes
quantidades e em uma unica etapa, o extrato bruto foi submetido ao fracionamento por
CPC. As andlises de CPC foram realizadas em cromatografo de particdo centrifuga
Armen® modelo SCPC-250-L equipado com rotor de 250 mL de capacidade acoplado a
um sistema Spot Prep II (equipado com uma bomba quaternaria, detector de arranjo de
diodos e um coletor automatico). Os dados foram processados em software Armen Glider
CPC v.5.0 (Armen®).

As condigdes analiticas empregadas, como fluxo, frequéncia de rotagdo da coluna,
e modo de eluicao (ascendente ou descendente) foram previamente estabelecidas com o
desenvolvimento do método (dados nao publicados), empregando sistema quaternario de
solventes ARIZONA Q modificado (composto da combinacdo de n-hexano/acetato de
etila/metanol/agua — HEMWat).

Uma aliquota da amostra (0,7980 g) foi submetida a analise de CPC, desenvolvida
em modo de eluicao descendente (DSC) usando o sistema de solvente bifasico de

solventes n-hexano-acetato de etila-etanol-dgua (9:2:3:2), previamente preparado em
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funil de separagdo para a obtencao das fases superior (FS) e fase inferior (FI). A amostra
foi dissolvida em 10 mL de mistura das fases 1:1 e injetada no sistema em uma seringa
de vidro. Foi realizado o preenchimento do sistema com a FS, utilizada como fase
estaciondria, a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, com velocidade de rotacao de 500 rpm,
durante 10 minutos. Apos este periodo, a FI, utilizada como fase movel, foi bombeada
através da fase estacionaria durante 8 minutos, com fluxo de 8 mL/min, na rotagdo de
2000 rpm, até o equilibrio do sistema com 81,5% de retencdo da fase estaciondria e 68
bar de pressaode equilibrio. Em seguida, deu-se inicio ao processo cromatografico com a
inje¢do da amostra e bombeamento da fase movel durante 80 min, com coleta de 7
ml/fracdo. Para a extrusdo, a FS foi bombeada a uma taxa de 30 mL/min, a 2000 rpm,
durante 10 minutos, com a coleta de 15 mL/fracao, totalizando 90 minutos de analise.

O monitoramento das fragoes eluidas do CPC foi realizado em 230, 254 ¢ 330 nm,
sendo avaliadas de acordo com o perfil cromatografico por CPC-UV e CCD e reunidas

em quinze subfracdes.

2.4 PURIFICACAO DA FRACAO C POR CROMATOGRAFIA DE PARTICAO
CENTRIFUGA (CPC)

Com o intuito de isolar o composto novo e de confirmar sua proposta estrutural, a
fracdo C derivada da primeira etapa de purificagdo do extrato de Soxhlet por CPC foi

submetida a um novo processo de fracionamento por CPC.

2.4.1 Selecio do sistema bifasico pela analise de coeficiente de parti¢io (Kp)

Para compor o sistema bifasico mais apropriado para a purificacao do (2E,7E)-N-
isobutil-6,9-diidroxi-2,7-Decadienamida (2) por CPC, foram testadas dez combinacdes
dos solventes mais frequentemente utilizadas (Tabela 1), compostas por n-hexano/acetato
de etila/metanol/agua, denominado de sistema HEMWat.

A escolha do sistema de solventes baseou-se no coeficiente de parti¢ao (Kp) do
composto de interesse nos diferentes sistemas bifasicos, determinados por meio do
método de shake-flask. Neste método, uma aliquota da amostra C (cerca de 1 mg) foi
particionada em um tubo de ensaio contendo as duas fases liquidas (1 mL de cada fase)
da mistura de solventes do sistema eluente a ser testado. Apods o equilibrio, as fases
inferior e superior foram separadas e o perfil cromatografico de cada uma foi avaliado

por CLUE-EM (conforme condi¢do analitica descrita no item 2.2).
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Tabela 1 — Composi¢ado dos sistemas HEMWat testados para o fracionamento da fragao
C de CPC do extrato bruto de Acmella oleracea.
Propor¢ao v/iv/v/y

HEMWat

n-hexano Acetato de Etila Etanol Agua
A 0 1 0 1
B 1 19 1 19
C 1 9 1 9
D 1 6 1 6
F 1 5 1 5
G 1 4 1 4
H 1 3 1 3
J 2 5 2 5
K 1 2 1 2
L 2 3 2 3

Os valores de Kp de cada um dos compostos presentes nas fragcdes foram
estabelecidos em funcao da razdo entre a area de pico do composto nos cromatogramas
das fases estacionaria (FE) e movel (FM) (equagdo 1). Para o modo ascendente de eluicdo,
a fase superior corresponde a FM enquanto que a fase inferior representa a FE. Ja no

modo descendente, esta designagdo ¢ inversa.

Kp-4area do pico e/ area do pico rm (Equagao 1)

Ainda, para prever um provavel tempo de eluigdo dos compostos presentes na
fracdo C durante a analise de CPC e defini¢do do inicio da etapa de extrusdo, o volume
teorico e o tempo de retengao dos constituintes foram calculados com base nos seus
valores de Kp e na taxa de fluxo de fase modvel (F) nas condigdes analiticas

correspondentes, seguindo as equagoes 2 ¢ 3.

V,=Vc+(Kp—1) Vs (Equagao 2)

tr=V,/F (Equacao 3)

2.4.2 Isolamento do composto proposto da Fraciao C por CPC

Uma aliquota da fragdao C (0,308 g) foi submetida a analise de CPC, desenvolvida

em modo de eluigao ascendente (ASC) usando o sistema bifasico de solventes n-hexano-

acetato de etila-etanol-adgua (1:9:1:9), previamente preparado em funil de separacao para
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a obtencao das fases superior (FS) e fase inferior (FI). A amostra foi dissolvida em 10 mL
de mistura das fases 1:1 e injetada no sistema em uma seringa de vidro. Foi realizado o
preenchimento do sistema com a FI, utilizada como fase estacionaria, a uma taxa de fluxo
de 30 mL/min, com velocidade de rotagdo de 500 rpm, durante 10 minutos. Apds este
periodo, a FS, utilizada como fase moével, foi bombeada através da fase estaciondria
durante 9 minutos, com fluxo de 8 mL/min, na rotagdo de 2000 rpm, até o equilibrio do
sistema com 79,2% de retencgao da fase estacionaria e 35 bar de pressdo de equilibrio. Em
seguida, deu-se inicio ao processo cromatografico com a injecdo da amostra e
bombeamento da fase mével durante 80 min, com coleta de 7 mL/fracdo. Para a extrusao,
a FI foi bombeada a uma taxa de 30 mL/min, a 2000 rpm, durante 10 minutos, com a
coleta de 15 mL/fragdo, totalizando 90 minutos de analise.
O monitoramento das fragoes eluidas do CPC foi realizado em 230, 254 ¢ 330 nm,
sendo avaliadas de acordo com o perfil cromatografico por CPC-UV e CCD e reunidas

em dez subfragdes.

2.5 MONITORAMENTO CROMATOGRAFICO
2.5.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para acompanhar e monitorar o fracionamento cromatografico de purificacdo das
alcamidas foram empregadas analises por CCD, sendo utilizadas cromatoplacas de silica
gel 60 com indicador de fluorescéncia (F2s4) em suporte de aluminio. O perfil
cromatografico das fracdes foi estabelecido apds andlise sob luz visivel e nos
comprimentos de onda de 254 (extingdo) e 366 nm (fluorescéncia) de luz UV, antes e

apos revelagdo com anisaldeido sulfurico (WAGNER; BLADT, 2001).

2.5.2 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(CLUE-EM)

Para auxiliar no monitoramento do processo de extragdo, fracionamento
cromatografico, purificag¢do e andlise de pureza dos compostos isolados para comparagado
dos processos de extragdo, foram realizadas andlises de CLUE-EM em cromatografo
Waters® modelo Acquity H-Class UPLC equipado com sistema quaternario de
distribuicdo de solventes, amostrador automatico e forno de coluna, acoplado a um
espectrometro de massas hibrido Xevo® G2-S QTof equipado com fonte de ionizagio por

eletronebulizagdo (ESI) Zpray™ e analisadores do tipo quadrupolo acoplado a tempo de
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voo (QTof). As andlises foram realizadas em coluna C18 Termo Scientific® Hypersil
GOLD (100x3 mm, 1,9 pm) mantida a 40 °C com volume de inje¢do de amostra (500
pum/mL em acetonitrila) de 1,0 uL. A fase movel gradiente de 5,5 min foi uma
combinacao de solugdo aquosa de 4cido formico a 0,1% (1) e acetonitrila (2), mantida a
uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min: 0-0,5 min, 90-35% de 1; 0,5-4,0 min, 35% de 1; 4,0-
4,5 min, 35-2% de 1; 4,5-5,0 min, 2% de 1; 5,0-5,5 min, 2-90% de 1; e mais 2,5 min a
80% de 1 para recondicionamento da coluna. Os dados espectométricos foram medidos
em intervalo de massas de aquisi¢ao entre 100-1000 Da e tempo de varredura de 0,3 s. A
configuragdo do instrumento incluiu a voltagem do capilar de 3,0 kV, voltagem do cone
de 40 V, voltagem offset da fonte de 80 V, temperatura da fonte 80 “C, temperatura de
dessolvatacdo de 200 °C, fluxo de gas do cone de 50L/h e fluxo de gas de dessolvata¢do
de 600 L/h. A Leucine Enkephalin foi usada como amostra de referéncia (Lockmass m/z
556,2771) para medigao precisa de massas. A aquisi¢do e tratamento dos dados foram

realizados com auxilio do software MassLynx 4.1 (Waters®).

2.6 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS ALCAMIDAS ISOLADAS

As amostras derivadas do fracionamento cromatografico para purificacdo das
alcamidas por CPC, ao apresentarem apenas uma mancha em CCD e/ou cristalizacao
espontanea, foram submetidas a andlises espectroscopicas de ressonancia magnética
nuclear e espectrometria de massas de alta resolugdo para a elucidacdo estrutural e

caracterizacao das alcamidas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO POR CLUE-EM DO EXTRATO BRUTO

O material vegetal seco e triturado (453,43 g) foi extraido por meio do aparto
Soxhlet, permitindo a obtencdo de 24,18 g (5,33%) de extrato etandlico de Acmella
oleracea, cujo rendimento estd de acordo com trabalhos anteriores na literatura para a
obten¢do de extratos de jambu (NOMURA, et. al., 2013; SHARMA, et. al., 2011).

O etanol foi proposto como o solvente de extracdo por facilitar a obtengdo do
composto majoritario espilantol em maiores concentragdes do que outros solventes
convencionais ja descritos na literatura (BOONEN, et al., 2010; FRANCA, et al., 2016).
Além disso, trata-se de um solvente organico menos toxico, seguindo assim os principios
da quimica verde.

Diversas metodologias t€ém sido propostas para a extragdo de alcamidas da A.
oleracea, sendo uma das principais a extracdo com didxido de carbono supercritico
(FSC). Alguns rendimentos de extrato bruto FSC utilizando as partes aéreas da planta
encontrados na literatura sao de 3,5% ¢ 4,53% (BLANCO et al., 2018, CAVALCANTI,
2008), variando com a temperatura e pressao do método. Ao comparar com rendimento
do extrato etandlico obtido neste presente trabalho, a extragdo por Soxhlet prevaleceu
sobre as propriedades do fluido supercritico. Apds a obtencao do extrato bruto, este foi
caracterizado quanto a sua complexidade quimica por meio da desreplicagdo por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-
EM). As andlises foram realizadas em modo positivo de ionizagdo e o perfil
cromatografico da preparagao esta representado na Figura 3.

O método analitico possibilitou a caracterizagdo de 13 compostos, sendo 12
alcamidas (Figura 4) que foram identificados considerando o tempo de reten¢do, razdo
massa-carga (m/z) experimental e respectivas formulas moleculares tedricas (Tabela 2),
os quais foram comparados com dados descritos na literatura em bases de dados de
compostos naturais. Ainda, os compostos identificados foram comparados com um estudo
publicado recentemente descrevendo a caracterizacdo quimica de extratos etanolicos de
A. oleracea cultivada por hidroponia no LabHidro UFSC (NASCIMENTO et al., 2020),

desenvolvido em colaboragdo com os supervisores deste projeto.
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Figura 3 — Cromatogramas de ion de pico base (BPI) por CLUE-EM em modo positivo
do extrato bruto de A. oleracea (superior) e branco (inferior).
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Tabela 2 — Compostos caracterizados no extrato bruto por Soxhlet de 4. oleracea por CLUE-EM.

) . + 1
N. Proposta de identificacio tr . Formula m/z [M+H] Ions fragmento de MS/MS
pico (min) molecular (erro, ppm) (m/7)
1 N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida 2,41 CisH21NO 220,1703 (0,9) 192; 176; 164; 147; 141, 126;
121; 119; 105; 93; 91; 79
2 (2E, 7E)-N-isobutil-6,9-diidroxi-2,7- 2,45  Ci4HasNO; 238,1809 (0,8) 277;256; 147; 137; 123; 119;
decadienamida (longipenamida B) 107; 97, 95;91; 79
Composto nao identificado 2,82 CysH4N20s  509,3591 (-0,2) -
N-fenetil-2,3-epoxi-6,8- 320 Ci7Hi7;NO>  268,1335 (-1,1) 250;226; 148; 130; 121; 119;
nonadiinamida 105; 103;91; 77
5 N-isobutil-2-nonene-6,8-diinamida 3,23  Ci3Hi7NO 204,1388 (0,5) 176; 148; 131; 120; 105; 103;
93,79
6 (2E,57)-N-isobutilundeca-2,5-diene- 3,33  C;sH19NO 230,1545 (0,0) 174;167; 152;131; 129; 128;
8,10-diinamida 116; 110; 105; 91
7 (2E)-N-isobutilundeca-2-ene-8,10- 3,48  C;sHaNO 232,1706 (2,2) 176;159; 133, 131; 117; 105;
diinamida 91; 79
8 Espilantol 3,84  CisHx;NO 222.1862 (0,9) 168; 154; 141; 126; 123; 107,
98; 81
9 (2E,7Z)-N-isobutiltrideca-2,7-diene- 3,91  C17H»3NO 258,1859 (0,4) 202; 185; 157; 142; 131; 129;
10,12-diinamida 117; 115;105;91; 79
10 (2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-deca- 4,31  CisHasNO 236,2016 (0,8) 182; 168; 155; 140; 126; 123;
2,6,8-trienamida 121; 112; 107; 98; 93; 81
11 Dihidroespilantol 4,37  Ci4Ha2sNO 2242015 (0,4) 196; 168; 154; 151; 141; 126;
123; 109; 98; 83; 81; 69
12 (2E,4E,8Z,10Z)-N-isobutildodeca- 4,59  Ci6HasNO 248,2017 (0,3) 167; 152; 133; 124; 107; 105;
2,4,8,10-tetrainamida 93; 81; 68
13 N-isobutil-2-decenamida 5,33  CisH27NO 226,2175 (1,8) 170; 153; 128; 107; 97; 93;

86; 83; 72; 69
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Figura 4. Alcamidas desreplicados no bruto por Soxhlet de 4. oleracea.

o OH 0
X = N
OH 2
Sso D i
A ™
N
” & H/Y
(0] 4 5
(0]
= NS N
= 6 gz 7
(0] S Q
8 H FZ 9
(0] O
W\/\)J\N/ﬁ/\ /\/\/\/\)J\N/ﬁ/
10 H 1 H
0]
/%/\/\/\)J\N /\/\/\/\)J\N/W/
12 H 13 H

O pico 1 com tr: 2,41 minutos (m/z 220,1703 [Ci14aH21NO]) apresenta dois 4tomos
de hidrogénio a menos quando comparado ao espilantol. O espectro MS/MS desta
substancia apresentou os ions 164, 147 e 119, formados a partir de perdas neutras de 2-
propinol (56 Da), um grupo isobutilamina (73 Da) e isobutilamina mais CO (101 Da),
respectivamente. Ainda, foram detectados os ions do fragmento do radical distonico (m/z
141) e o cation de ciclopropeno (m/z 126). Com isso, foi possivel identificar o pico 1
como a alcamida N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida (CROMBIE et al., 1963).

O pico 2 com tr: 2,45 minutos (m/z 238,1809 [C14H25NO3]) com base nos picos ¢
fragmentos de ions obtidos em m/z 277, 256, 123, foi identificado como (2E,7E)-N-
isobutil-6,9-diidroxi-2,7-decadienamida (longipenamida B), que provavelmente se trata
de um derivado oxidado do espilantol (SAVIC et al., 2021; SIMAS et al., 2013).

O pico 4 com tr: 3,20 minutos (m/z 268,1335 [C17H17NOz2]) foi caracterizado como
N-fenetil-2,3-epoxi-6,8-nonadiinamida. A presen¢a do fragmento m/z 105 no espectro de
MS/MS corresponde ao 2-feniletan-1-ilio, sugerindo um grupo N- feniletilamina. Estes
dados estdo de acordo com os relatados na literatura descritos para a espécie 4. oleracea

(BOONEN el al., 2010).
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O pico 5 com tr: 3,23 minutos (m/z 204,1388 [Ci13H17NO]) foi identificado como
N-isobutil-2-nonene-6,8-diinamida a partir dos fragmentos m/z 148, 131 e 103, formados
a partir de perdas de 2-metilpropenona (56 Da), grupo isobutilamina (73 Da) e
isobutilamina mais CO (101 Da) (GREGER et al., 1985).

Os picos 6 (tr: 3,33 min, m/z 230,1545 [CisH19NOY]), 7 (tr: 3,48 min, m/z 232,1706
[CisH21NOY]), 9 (tr: 3,91 min, m/z 258,1859 [C17H23NO]) e 10 (tr: 4,31 min, m/z 236,2016
[Ci1sH2sNO]) foram identificados como (2E,5Z)-N-isobutilundeca-2,5-diene-8,10-
diinamida, (2E)-N-isobutilundeca-2-ene-8,10-diinamida, (2FE,7Z)-N-isobutiltrideca-2,7-
diene-10,12-diinamida e (2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-deca-2,6,8-trienamida,
respectivamente. A caracterizacao destes foi realizada com base nos dados presentes na
literatura, pois todos os quatro compostos foram previamente isolados na espécie A.
oleracea (BOONEN et al., 2010; CHENG et al., 2015).

O pico 8 com tr: 3,84 minutos (m/z 222,1862 [C14H23NO]) foi o pico mais intenso
do cromatograma de BPI em modo positivo do extrato obtido por Soxhlet e corresponde
ao componente majoritario espilantol, como esperado com base na literatura (BOONEN
et al., 2010). O espectro MS/MS apresentou os ions de fragmento m/z 141 e 126, que
correspondem respectivamente ao radical distonico e ao cation ciclopropeno. Ainda, ha
uma perda de penta-1,3-dieno (68Da), do ion m/z 222,11862, formando o m/z 154. Estas
caracteristicas observadas no espetro de massas em tandem estao de acordo com os dados
presentes na literatura referentes a identificacdo do espilantol (BAE et al., 2010;
BOONEN et al., 2010).

O pico 11 com tr: 4,37 minutos (m/z 224,2015 [C14H25NO]) difere do espilantol por
2 Da, indicando a falta de uma liga¢do dupla equivalente na sua estrutura. O espectro de
MS/MS produziu os fragmentos m/z 141 e 126, que correspondem aos radicais distonicos
e cations ciclopropeno. Apesar dessas caracteristicas sugerirem uma ligagdo dupla entre
C>—C3, o composto 11 trata-se provavelmente do derivado di-hidroespilantol (BAE et al.,
2010; BOONEN et al., 2010).

Os picos 12 (tr: 4,59 minutos) e 13 (tr: 5,33 minutos) apresentam os ions
precursores m/z 248,2017 [C16H2sNO] e m/z 226,2175 [C1aH27NO] e foram identificados
como isobutilamida do acido dodeca-2,4,8,10-tetraenoico (MONROE et al., 2016) e
isobutilamina do acido decen-2-oico (MARTIN; BECKER, 1985), respectivamente.
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3.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO POR CPC

Com o intuito de alcancar uma resolugao eficiente entre as substancias de interesse
as quais deseja-se separar no processo cromatografico, o método bifasico de solventes
hexano-acetato de etila-etanol-agua (9:2:3:2) foi previamente estabelecido (dados ndo
publicados) no modo descendente para o fracionamento do extrato de Acmella oleracea.
Uma aliquota (0,7980 g) foi submetida ao fracionamento cromatografico no sistema de
CPC, conforme ilustrado na Figura 5.

Por meio do cromatograma do extrato bruto submetido ao processo de
fracionamento por CPC e pelo monitoramento por CCD, foi possivel identificar a
presenga de 13 fragdes principais nomeadas de B-N, focando no isolamento das alcamidas
de interesse, cujos perfis em CLUE-EM estao ilustrados nas Figuras 6 e 7.

A fracdo H proporcionou o isolamento de 59,5 mg do marcador espilantol com
pureza de 93%, o que corresponde a 7,46% do extrato bruto. Comparando com dados da
literatura de extracdo apenas das flores da A. oleracea por método Soxhlet, o rendimento
de espilantol foi apenas de 0,20%, indicando maior rendimento desta alcamida em
extratos a partir das diferentes partes da espécie (SHARMA et al., 2011). Ainda, a titulo
de comparagdo, o isolamento das alcamidas pelo mesmo método de CPC a partir do
extrato por fluido supercritico, o espilantol correspondeu 14,5% do extrato bruto de

partida com 99% de pureza (dados nao publicados).

Figura 5 — Fracionamento cromatogréafico do extrato bruto de Acmella oleracea monitorado em 230

nm.
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Figura 6 — Cromatogramas de ion de pico de base (BPI) por CLUE-EM em modo positivo
das fragoes isoladas por CPC de 4. oleracea (B—H) e branco.
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Figura 7 — Cromatogramas de ion de pico de base (BPI) por CLUE-EM em modo positivo
das fragoes isoladas por CPC de 4. oleracea (I-N).
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A fragdo E (32 mg) apresentou o composto (2E,5Z)-N-isobutilundeca-2,5-diene-
8,10-diinamida (6) isolado com 94% de pureza, enquanto as subfra¢des L (5,1 mg) e M
(10,1 mg) apresentaram a alcamida N-isobutil-2-decenamida (13) isolada com 87% e 72%
de pureza, respectivamente.

O fracionamento do extrato bruto em sistema de CPC, utilizando as condic¢des
cromatograficas descritas no item 2.3 com o sistema bifasico de solventes n-hexano-
acetato de etila-etanol-agua (9:2:3:2), demonstrou ser eficiente para o isolamento do
espilantol. Porém, o mesmo ndo foi possivel para as alcamidas N-isobutildeca-2,8-dien-

6-inamida (1) e (2E,7E)-N-isobutil-6,9-diidroxi-2,7-decadienamida (2), que coeluiram
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juntas no comeco da analise, sendo detectadas proximo ao tempo de retencdo de 2.4
minutos. Diante do exposto, fez-se necessaria uma etapa adicional para o isolamento dos
compostos 1 e 2, com énfase a substancia N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida, por se tratar
possivelmente de um composto novo, sendo necessaria sua purificagdo para permitir a

completa caracterizag@o estrutural deste.

3.3 PURIFICACAO DA ALCAMIDA N-ISOBUTILDECA-2,8-DIEN-6-INAMIDA A
PARTIR DA FRACAO C

O pico 1 identificado a partir da andlise do extrato bruto por CLUE-EM foi
atribuido ao N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida com base no seu perfil EM/EM
(NASCIMENTO et al., 2020), cuja estrutura parece corresponder a um composto novo,
tornando o isolamento e sua elucidacdo estrutural necessarios para confirmar essa
proposta. Esta nova substancia que foi obtida em mistura com o (2E, 7E)-N-isobutil-6,9-
diidroxi-2,7-decadienamida (longipenamida B, 2) na fragdo C da purifica¢dao por CPC do
extrato bruto - composto este que ja foi descrito na espécie 4. oleracea (SAVIC et al.,
2021; SIMAS et al., 2013) podendo ser considerado um derivado oxidado do espilantol,
provavelmente produzido em situagdes de estresse oxidativo da planta. Diante disso, para
isolar o composto N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida (1) a partir da fragdo C, de modo
eficiente e em poucas etapas, um novo método de CPC foi desenvolvido, sendo necessario
buscar um novo sistema bifasico de solventes. A desreplicacdo da Fracao C (Tabela 3)
permitiu observar a presenca de outros quatro compostos nao identificados além dos

compostos 1 e 2. O perfil CLUE-EM da Fragdo C estd ilustrado na Figura 8.

Tabela 3 — Compostos caracterizados na Fracao C por CLUE-EM.

N° Probosta de identificacio tr Formula m/z [M+H]*  lons fragmento de

pico P ¢ (min) molecular (erro, ppm) MS/MS (m/z)

14 Composto ndo identificado 1,23  CsHiuNO 104,1080 (4,8) -

15 Composto ndo identificado 1,27 CsH2NO» 118,0872 (3,4) -

1 N-isobutildeca-2,8-dien-6- 2,42  Ci;sH1NO 220,1709 (0,9) 192; 176; 164; 147,
inamida 141; 126; 121; 119;

105;93;91; 79

2 (2E, 7E)-N-isobutil-6,9- 2,46 C14sHasNOs 238,1809 (0,8) 277,256, 147; 137,
diidroxi-2,7-decadienamida 123;119; 107; 97;
(longipenamida B) 95;91; 79

16 Composto ndo identificado 2,82  C33H4904 509,3610 (-4,3) -
17 Composto ndo identificado 3,70  CxHs50s 453,1664 (-8,4) -
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Figura 8 - Cromatograma de ion de pico de base (BPI) por CLUE-EM em modo positivo da

Fragao C.
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3.3.1 Selecio do sistema bifasico de solventes pela analise do coeficiente de particio
(Kp) pelo método “Shake-flask”

Aliquotas de cerca de 1 mg da fracao C foram submetidas ao teste de “shake-flask™
para a determinagdo do coeficiente de particdo (Kp) dos compostos presentes na fracao
nos mesmos sistemas bifasicos descritos no item 2.4.1, com o intuito de isolar a alcamida
N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida (1). Os valores de Kp obtidos nos onze sistemas de
eluicdo testados estdo listados na Tabela A1, presente no Anexo.

O calculo de Kp possui extrema importancia para a defini¢do de um sistema bifasico
adequado para a separacdo das substancias desejadas, pois expressa a concentragdo do
soluto na fase estacionaria dividido pela concentragdo na fase movel, informando a taxa
de transferéncia dos compostos nas duas fases, permitindo assim predizer valores como
o tempo de retencao das substancias no sistema. O coeficiente de particdo deve estar
aproximadamente na faixa de 0,5 a 2,0. Valores de Kp menores que esta faixa apresenta
perda de resolugdo de pico, enquanto que valores mais altos promovem o alargamento
dos picos cromatograficos (SKALICKA-WOZNIAK; GARRARD, 2014).

Diante do exposto e dos valores de Kp calculados apresentados na Tabela Al, o
sistema bifasico sistema de n-hexano-acetato de etila-etanol-agua na proporcao 1:9:1:9
(HEMWat C) no modo ascendente foi definido para o fracionamento cromatografico da
fracdo C, uma vez que os valores de Kp determinados estdo dentro da faixa de equilibrio

apropriada.
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Figura 9 — Cromatogramas de ion de pico de base (BPI) por CLUE-EM em modo positivo
das amostras de “shake-flask” para avaliagdo do sistema HEMWat A-D.
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Figura 10 — Cromatogramas de ion de pico de base (BPI) por CLUE-EM em modo
positivo das amostras de “shake-flask™ para avaliacdo do sistema HEMWat F-H.
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Figura 11 — Cromatogramas de ion de pico de base (BPI) por CLUE-EM em modo

positivo das amostras de “shake-flask” para avaliacao do sistema HEMWat J-L.
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As Figuras 9-11 ilustram os perfis de CLUE-EM das fases superiores e inferiores
obtidas a partir do ensaio de “shake-flask” com a Fracdo C frente aos diferentes sistemas

bifasicos HEMWat testados.

3.3.2 Fracionamento da Fracao C por CPC: sistema de HEMWat C (ASC)
Apos a escolha do sistema bifdsico HEMWat C, em modo de elui¢do ascendente,

como o mais apropriado para o isolamento das alcamidas presentes na Fracdo C, uma
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aliquota da fracdo (308,0 mg) foi submetida ao fracionamento cromatografico no sistema
de CPC, conforme ilustrado na Figura 13.

No cromatograma preparativo de CPC (Figura 12) foi possivel identificar a
presenca de dez fragdes principais, nomeadas de I-X e reunidas segundo o perfil
cromatografico avaliado por CCD. A fra¢dao VI contendo a substincia (2E, 7E)-N-isobutil-
6,9-diidroxi-2,7-decadienamida (2), sendo obtidos 7,2 mg da substancia isolada, com
rendimento de 2,34%. Por outro lado, a fracdo VIII correspondeu a substincia de
interesse N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida (1), sendo purificados 5 mg (rendimento de

1,68%).

Figura 12 — Fracionamento cromatografico da Fragdo C monitorado em 230 nm.
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O fracionamento da Fragdo C em sistema CPC, utilizando as condic¢des
cromatograficas descritas no ifem 2.4.2, demonstrou ser eficiente para o isolamento do
composto proposto, a nova alcamida N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida (1), visto que o
cromatograma apresentou boa resolucdo entre os picos referentes a substincia de
interesse € a alcamida e mistura (fator de separagdo de 2,21). Observou-se que o composto
1 apresentou tempo de retencdo proximo a 55 minutos, condizente com os valores de Kp
de 2,48 calculado com as formulas apresentadas no método de shake-flask, enquanto os
outros compostos presentes na fracado foram eluidos no sistema logo no inicio da analise

ou na etapa de extrusao.
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Em relagdo as andlises de CLUE-EM dos compostos isolados, no cromatograma

BPI obtido da fracdo VIII observa-se a presenga de um Unico sinal cromatografico, com
tempo de retencdo equivalente a 2,43 minutos, conforme demonstrado na Figura 13. No
espectro de massa obtido por ESI(+) € possivel observar o valor de ion de m/z 220,1701,
confirmando que a fracdo VIII se trata da substancia N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida
(1). A determinag¢do de pureza da substancia por CLUE-EM demonstrou uma pureza
superior a 98%. Além dessa, a fragdo VI com unico sinal em 2,46 minutos, cujo ion
molecular em ESI(+) de m/z 238,1809 confirma que se trata da substancia (2E,7E)-N-

isobutil-6,9-diidroxi-2,7-decadienamida (2), com pureza superior a 99%.

Figura 13 - Cromatogramas de ion de pico de base (BPI) por CLUE-EM em modo
positivo das alcamidas isoladas da Fragao C por C.
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A amostra contendo N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida isolada foi encaminhada
para analise de RMN 1D e 2D para completa caracterizacdao dos dados e ja se encontram
em vias de conclusdo. As analises estdo sendo realizadas em parceria com o professor Dr.

Guilherme Lanzi Sassaki da Universidade Federal do Parana.
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E importante ressaltear que todas as alcamidas isoladas de 4. oleracea j foram
encaminhadas para a investigacdo do seu potencial anticlamidia em parceria com o
Laboratorio de Medicina Molecular da Universidade de Wake Forest (NC/USA), sob

supervisao do professor Dr. Allen Tsang.
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4 CONCLUSOES
A técnica de extragao por meio do aparato Soxhlet nas condi¢des estabelecidas, utilizando
o etanol como solvente extrator durante duas horas até completa exaustao, mostrou-se um
método eficaz para a obtencdo das alcamidas presentes nas partes aéreas de Acmella
oleracea. Comparando com o método de extracdo por fluido supercritico, o extrato
etandlico apresentou um rendimento de extrato bruto maior, porém, demonstrando menor
seletividade para os compostos de interesse tendo em vistas que o teor de espilantol em
extratos supercriticos prevalecem ao etanolico. Ainda assim, esses resultados permitiram
validar o método de purificagdo por CPC de alcamidas em Unica etapa e para matrizes

vegetais preparadas de diferentes maneiras

A caracterizagao por CLUE-EM possibilitou a identificagdao de doze alcamidas no extrato

bruto, das quais o espilantol aparece como composto majoritario.

O método de fracionamento do extrato bruto obtido por cromatografia de parti¢dao
centrifuga demonstrou ser um método simples, rapido e efetivo para a purificacdo das

alcamidas presentes na 4. oleracea, principalmente para o espilantol.

Uma vez ndo tendo sido obtidos em mistura os compostos N-isobutildeca-2,8-dien-6-
inamida (1) e (2E,7E)-N-isobutil-6,9-diidroxi-2,7-decadienamida (2) necessitaram de
uma nova etapa de purificacdo, onde o método desenvolvido por CPC, demonstrou ser
eficiente para o isolamento da substincia nova N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida (1),

cuja purificacao esta sendo descrita aqui pela primeira vez na literatura.
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ANEXO

Tabela A1 — Valores de coeficiente de particdo (Kp) obtidos para os compostos identificados na Fragao C.

43

Sistemas bifasicos de solventes (n-hexano/acetato de etila/metanol/agua)

Composto HEMWat A HEMWatB HEMWatC HEMWatD HEMWatF HEMWatG HEMWatH HEMWatJ HEMWatK HEMWatL
ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC

14 24,66 0,04 11,45 0,09 10,85 0,09 11,57 0,08 13,85 0,07 14,11 0,07 1507 0,07 12,05 0,08 19,69 0,05 23,13 0,04

15 31,59 0,03 11,20 0,09 985 0,10 10,66 0,09 10,22 0,09 12,77 0,08 14,43 0,07 13,53 0,07 9,83 0,10 16,13 0,06

1 1,70 0,59 2,13 047 248 040 293 034 3,5 028 4,69 021 547 0,18 3,01 033 8,66 0,11 16,44 0,06

2 0,63 158 08 1,17 112 095 1,18 085 135 0,74 1,79 056 2,03 049 133 0,775 2,82 035 5,07 0,19

16 0,03 34,73 0,09 10,50 1,04 7,0 0,017 593 0,16 637 026 382 028 3,53 024 4,15 0,70 142 240 042

17 0,84 1,19 1,18 085 0,79 126 1,05 095 148 0,68 092 1,08 1,12 089 223 045 0,69 145 0,80 1,24

14 — composto nao identificado; 15 — composto ndo identificado; 1 — N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida; 2 — 2E, 7E)-N-isobutil-6,9-diidroxi-2,7-decadienamida (longipenamida B);

16 — composto ndo identificado; 17 — composto ndo identificado.
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