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RESUMO

Glicolipidios (GLP) sédo ubiquamente distribuidos nos seres vivos, sendo comumente
encontrados na parte externa das membranas celulares, como a membrana
citoplasmatica, mitocondrial, do reticulo endoplasmatico e dos cloroplastos.
Consistem em moléculas com uma ou mais unidades monossacaridicas, unidas
através de ligacdes do tipo glicosidica a uma porcao lipidica. Em vegetais
superiores, sdao componentes da membrana dos cloroplastos e organelas
relacionadas, sendo que o0 monogalactosildiacilglicerol (MGDG) e
digalactosildiacilglicerol (DGDG) sdo os glicolipidios mais abundantes em tecidos
fotossintéticos. Nos ultimos anos, estes compostos tém sido alvo de varios estudos
por apresentarem atividade inibitéria da DNA-polimerase (atividade antitumoral), das
P-selectinas (antiinflamatério), além da atividade antiviral (anti-HIV entre outros).
Apesar do intenso estudo destes compostos, pouco se conhece sobre sua
ocorréncia em plantas medicinais. O objetivo deste trabalho foi realizar uma triagem
de GLP em plantas medicinais e investigar os GLP presentes em Cymbopogon
citratus. Foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) os extratos
obtidos por maceragao em CHCI3;/MeOH 2:1 de amostras de plantas in natura (8) e
amostras comerciais (12). Para CCD, utilizou-se placas de gel de silica 60 F254,
CHCI3/MeOH/H,O 65:25:4 (v/v) como eluente, solucao de orcinol-sulfarico como
revelador e monohexosilceramida (CMH) e DGDG como padrdes. Para investigacao
fitoquimica de C. citratus, foram testados procedimentos de extracdo com e sem
inativagdo enzimdtica. O extrato de C. citratus foi fracionado por sucessivas
cromatografias em coluna monitorando-se as fracées por CCD. O monitoramento
mensal (MM) das amostras com e sem inativacdo enzimatica foi realizado por CCD.
Foram detectados GLP em todas as amostras, porém com diferencas quali- e
quantitativas. Com plantas in natura, a maior concentragao foi encontrada em Lippia
alba e Cymbopogon citratus. Em amostras comerciais, o melhor perfil glicolipidico foi
encontrado nos extratos de C. citratus e Baccharis genistelloides. C. citratus foi a
espécie que apresentou maior rendimento do extrato bruto (EB), além de ter o maior
conteudo glicolipidico individual. A metodologia de extragdo com melhor rendimento
do EB utilizou a planta seca em temperatura ambiente por 24 horas seguida de
maceracao em CHCIs/MeOH 2:1 (v/v) por 24 horas. O EB foi filtrado, concentrado
(rendimento de 2,45%) e analisado por CCD. Com o fracionamento, foram
purificados dois glicolipidios (Gi’ e Gy), além de outros componentes do extrato. O
G apresenta Rf em 0,80 e G, em 0,58, sendo observado que G, apresenta um
valor de Rf muito préximo daquele observado para o padrdo de CMH. O MM
demonstrou que o rendimento dos extratos obtidos de plantas sem inativacao foi
superior aquele observado para plantas que passaram pela inativacdo enziméatica.
Porém através da avaliacdo do conteldo glicolipidico, observou-se que em ambas
plantas houve uma diminuicdo consideravel ao longo do periodo, sugerindo que a
inativacao enzimatica nao evitou a degradacao destes componentes. De acordo com
os resultados, plantas medicinais, em especial Cymbopogon citratus, podem ser
fortes candidatos ao isolamento de glicolipidios.



ABSTRACT

Glycolipids (GLP) are ubiquitously distributed in living beings, being commonly found
in the external part of the cell membranes. They consist of compounds containing
one or more monosaccharide residues bound by a glycosidic linkage to a
hydrophobic moiety. In higher plants, they are components of all chloroplastic
membranes and related organelles, with monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) and
digalactosyldiacylglycerol (DGDG) being the most abundant glycolipids in
photosynthetic tissues. In recent years, these composites have been the target of
various studies, owing to their extensive biological activities such as inhibition of DNA
polymerase, anticancer effects, inhibition of P-selectin receptor (antiflammatory),
antivirus activities (HIV and herpes) and so on. Despite the extensive studies with
glycolipids, little is known about their occurrence in medicinal plants. The aim of this
work was to carry out a GLP screening in medicinal plants, and investigate the GLP
present in Cymbopogon citratus. The extracts obtained by maceration in
CHCI3/MeOH 2:1 of in natura plants (8) and commercial medicinal plants - teas (12)
were examined by thin-layer chromatography (TLC) on silica gel plates (solvent:
CHCI3/MeOH/H,O  65:25:4 v/v/v; spray: orcinol/H,SO4) and compared with
monohexosylceramide (CMH) and DGDG standards. For the phytochemical
investigation of C. citratus, extraction procedures were tested, with and without
enzymatic inactivation. The C. citratus extract was separated by successive column
chromatography and the fractions monitored by TLC. The monthly monitoring (MM)
of the samples with and without enzymatic inactivation was carried out by TLC. GLP
were detected in all the samples, but with qualitative and quantitative differences. For
the plants in natura, the largest concentrations were found in Lippia alba and
Cymbopogon citratus. For the commercial medicinal plants, the best glycolipidic
profile was found in C. citratus and Baccharis genistelloides. Extracts C. citratus was
the species that showed the highest yield of crude extract (CE), as well as the
highest individual glycolipidic content. The extraction method with the highest CE
yield used the dried plant at room temperature, for 24 hours following maceration in
CHCI3/MeOH 2:1 (v/v) for 24 hours. The CE were filtered, concentrated (giving a
2.45% yield) and analyzed by TLC. Fractionation yielded two glycolipids (Gi’ and
Go), as well as other components of the extract. The Gy’ presents Rf of 0.80 and Go
of 0.58. It was observed that G, has a Rf value which is very close to that observed
for the standard of CMH. The MM demonstrated that the yield of the extracts
obtained from plants without inactivation was higher than that observed for plants
which underwent enzymatic inactivation. However, through evaluation of the
glycolipidic content, it was observed that in both plants there was a considerable
decrease throughout the period, suggesting that the enzymatic inactivation did not
prevent the degradation of these components. According to the results, medicinal
plants, in particular Cymbopogon citratus, may be strong candidates for glycolipidic
isolation.
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1- INTRODUGAO

As membranas celulares sdo complexos sistemas compostos por varias
macromoléculas orgéanicas, as quais regulam o metabolismo celular e a
comunicagao entre o meio intra- e extracelular (BRANDENBURG & SEYDEL, 1998).

Glicolipidios sdo macromoléculas amplamente distribuidas nos seres vivos,
sendo encontrados em representantes de cada um dos cinco reinos conhecidos.
Comumente sdo encontrados na parte externa das membranas celulares, tais como
a membrana citoplasmatica, mitocondrial, do reticulo endotelial e dos cloroplastos
(KATES, 1970).

O termo glicolipidio designa compostos que contém uma ou mais unidades
monossacaridicas, unidas através de ligacées do tipo glicosidica a uma molécula
hidrofébica, como o acilglicerol, esfingosina, ceramida ou prenilfosfato (IUPAC-IUB,
1999).

A estrutura molecular desses compostos apresenta consideravel diversidade
e, geralmente, sdo peculiares as espécies biolégicas nas quais sao observados
(CARTER et al., 1965). Assim, glicoesfingolipidios sdo comumente encontrados no
tecido animal, e glicoglicerolipidios, comuns em plantas e bactérias.

Glicoglicerolipidios sdo os maiores componentes da membrana tilacéide dos
cloroplastos, sendo também encontrados em algas e algumas bactérias. Embora
varios glicolipidios desta classe tenham sido isolados e caracterizados, a fungéo
bioldgica destes compostos na membrana celular ndo estd totalmente elucidada.
Sabe-se basicamente que eles tém papel fundamental em varios processos
baseados nos fendmenos de reconhecimento, adesdo e comunicacao célula-célula e

célula-ambiente (CARTER et al., 1965).
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Nos ultimos anos, varios trabalhos sobre a atividade biolégica de glicolipidios,
principalmente da classe dos glicoglicerolipidios, vém sendo realizados.

Sulfoglicolipidios, como o sulfoquinovosildiacilglicerol  (SQDG) e
sulfoquinovosilmonoacilglicerol (SQMG), isolados a partir de uma espécie de
samambaia (MIZUSHINA et al., 1998) e de uma alga (OHTA et al., 1998),
apresentaram potente atividade inibitéria da DNA-polimerase (MURAKAMI et al.,
2002; 2003a). SQDG/SQMG apresentam efeito anticancer in vitro e in vivo (SAHARA
et al, 1997). Estudos utilizando monogalactosildiacilglicerol (MGDG),
digalatosildiacilglicerol (DGDG) e SQDG isolados a partir de espinafre (Spinacia
oleracea L.), demonstraram que o MGDG é um potente inibidor do crescimento de
uma linhagem de células humanas de cancer gastrico, além de inibir a atividade da
DNA-polimerase (MURAKAMI et al., 2003Db).

Outro sulfoglicolipidio, o sulfoquinovosildipalmitoilgliceridio, isolado da alga
marinha Dictyochloris fragrans, demonstrou atividade como inibidor de receptores de
P-selectinas, molécula esta envolvida em processos inflamatérios (GOLIK et al.,
1997).

Clinacanthus nutans é uma espécie de planta amplamente utilizada na
medicina popular e nas unidades de saude da Tailandia para o tratamento de lesdes
causadas pelo Herpes simplex, herpes zoster, prurido cutdneo e picadas de
mosquito. Recentemente, um estudo demonstrou que trigalactosil- e
digalactosildiglicerol, isolados a partir das folhas desta planta, exibiram atividade
contra Herpes simplex (JANWITAYANUCHIT et al, 2003).

Atividade contra o virus HIV também foi demonstrada por sulfoglicolipidios

isolados a partir de diferentes espécies de cianobactérias. Estes compostos inibiram
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eficientemente e seletivamente a funcdo da DNA-polimerase associada com a
transcriptase reversa do HIV-1 (LOYA et al., 1998).

Desta forma, os glicolipidios de plantas podem ser fortes candidatos no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, como agentes para terapia do
cancer, tratamentos de doencgas virais, desenvolvimento de novos agentes
antiinflamatérios, etc.

As plantas sdao uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, ndo apenas quando usadas diretamente como agente terapéutico, mas
também porque muitos de seus compostos se constituem em modelos para sintese
de um grande numero de farmacos (WHO, 2001). Esta estimado que cerca de 25%
de todos os medicamentos provém direta ou indiretamente de plantas superiores.
Cerca de 11% dos medicamentos considerados essenciais pela WHO séao
originarios de plantas, além disso, muitos compostos sintéticos sdo derivados de
substancias naturais (RATES, 2001). Cerca de 60% dos antitumorais e
antimicrobianos comercializados e em estudo, derivam de produtos naturais
(CALIXTO, 2000).

Fica evidente a importancia de pesquisar o conteudo glicolipidico em
diferentes plantas medicinais. A triagem de espécies vegetais é uma ferramenta
importante na busca de novos produtos naturais com potencial aplicacao
terapéutica. Neste trabalho, propusemo-nos a realizar uma triagem de glicolipidios
em espeécies de plantas medicinais comumente utilizadas na medicina popular da
regidao, com vista a uma melhor caracterizacdo do conteudo glicolipidico nessas

plantas.
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2- OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral realizar a triagem de glicolipidios em
plantas de uso medicinal, bem como investigar os glicolipidios presentes na espécie
medicinal escolhida Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.

Em decorréncia desta proposicao, os objetivos especificos foram:

J Triar glicolipidios em diferentes plantas medicinais in natura e em amostras
comerciais;
o Testar o melhor procedimento de extracdo para glicolipidios de Cymbopogon

citratus (DC.) Stapf.;

J Isolar os glicolipidios detectados em maiores concentragbes nos extratos de
C. citratus;
o Monitorar as variacées quali- e quantitativas de glicolipidios em funcao do

tempo de armazenamento;
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1- Generalidades sobre glicolipidios

A divisdo dos glicolipidios pode ser feita de acordo com a natureza do alcool
presente na porcao lipidica, permitindo a divisdo em dois grandes grupos: 0S
glicoesfingolipidios e os glicoglicerolipidios. A base de cadeia longa ou aminoalcool
de cadeia longa, esfingbide e glicerol, sdo respectivamente, os alcoois encontrados
nos glicoesfingolipidios e glicoglicerolipidios (KOCHEITKOV et al., 1986). Esses dois
grandes grupos sao ainda subdivididos de acordo com a natureza da sua porcao
sacaridica, em acidos ou neutros por apresentarem unidades monossacaridicas

acidas ou neutras respectivamente (SASTRY, 1974).

3.1.1- Glicoesfingolipidios:

O termo glicoesfingolipidio designa lipidios complexos compostos por uma
molécula hidrofébica, como uma esfingosina ou ceramida, ligada a um constituinte
polar que, neste caso, € uma molécula de acucar (MASSERINI & RAVASI, 2001).

Quimicamente, os glicoesfingolipidios sdo caracterizados por uma base de
cadeia longa aminodlcool monoinsaturada (OLSEN & JANTZEN, 2001), chamada de
“dihidroesfingosina” ou [(2S, 3R)- 2-amino-octadecano-1,3-diol] (IUPAC-IUB, 1999).
A esfingosina possui dois centros estereogénicos (C-2 e C-3) e quatro possiveis
isbmeros Opticos (OLSEN & JANTZEN, 2001), sendo que sua dupla ligagao possui
configuragdo trans (Figura 1). O &lcool primario do C-1 € o centro nucleofilico,
formando ligagdes covalentes com as moléculas de agucar. Normalmente, a
esfingosina ndo ocorre como tal. O nucleo estrutural natural dos esfingolipidios é
sempre uma ceramida com diferentes substituintes polares na hidroxila do C-1

(OLSEN & JANTZEN, 2001).
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OH I?IH
R

Figura 1: Estrutura geral da esfingosina: longa cadeia aminoalcool
1- X= H e R= H — Esfingosina
2- X= H e R= &cido graxo — ceramida
3- X= fosfocolina e R= &cido graxo — esfingomielina
4- X= agucar e R= acido graxo — cerebrosideo, gangliosideo ou

globosideo

Ao grupamento amino do C-2, liga-se uma cadeia de acido graxo, formando
as ceramidas (Figura 2). Estas consistem em uma base de cadeia longa esfingbide
(geralmente esfingosina, esfingenina, ou fitoesfingosina), as quais é ligada via N-
acilacao por acidos graxos (BUCCOLIERO & FUTERMAN, 2003). Os acidos graxos
de ocorréncia natural tém composicdo homogénea apresentando cadeias com o
comprimento que variam de 16 a 26 carbonos, podendo conter uma ou mais

insaturacdes e/ou hidroxilas no C-2 (IUPAC-IUB, 1999).

OH
CH,OH
\/\/W\/\/\/WNH
O
Ceramida

Figura 2: Estrutura geral da ceramida.
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A base de cadeia longa dos glicolipidios encontrados em animais, como 0s
cerebrosideos, € composta principalmente pela C18-esfingosina, podendo ser em
alguns casos uma C18-dihidroesfingosina. Em plantas, a principal ocorréncia é na
forma de C18-dehidrofitoesfingosina e C18-fitoesfingosina (Figura 3) (CARTER et

al., 1965), formando assim os fitoglicolipidios (KATES, 1986).

CHS(CH2)1QCH=CHC|)HC|)HCH20H CH3(CH2)14(|3H—(|3HCH20H
OHNH, OH NH,

Esfingosina Dihidroesfingosina
CH3(CH,)13CH—CHCHCH,OH CH3(CHy)gCH=CH(CH,)3CHCHCHCH,OH
I | L1

OH OHNH, OHOHNH,

Fitoesfingosina Dehidrofitoesfingosina

Figura 3: Estrutura de algumas esfingosinas.

Pela diversidade do nucleo estrutural da porcdo sacaridica, o0s
glicoesfingolipidios podem ser agrupados em classes distintas (SCHWARZMANN,
2001). Assim, sao classificados em &acidos ou neutros, baseado na presenca ou
auséncia de grupamentos carregados negativamente na molécula de agucar (LI & LI,
1999). Em glicoesfingolipidios neutros, a por¢cédo hidrofilica contém geralmente
glicose, galactose, N-acetilgalactosamina, N-acetilglicosamina ou fucose, sendo
formada por uma ou mais moléculas do respectivo acucar (MASSERINI & RAVASI,
2001). Em glicoesfingolipidios acidos, o nucleo sacaridico pode estar ligado a um

sulfato, formando os sulfatideos (MASSERINI & RAVASI, 2001) ou ligado a um ou
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mais residuos de acido sidlico, formando assim os gangliosideos (ALLENDE &
PROIA, 2002).

Glicoesfingolipidios sdo componentes ubiquos nas membranas de células
animais. Predominantemente, localizam-se no folheto exoplasmatico da membrana
plasmatica, onde sdo “ancorados” pela sua porcao hidrofébica (ceramida), enquanto
sua porcao hidrofilica projeta-se para o espago extracelular (SCHWARTZMANN,

2001) (Figura 4).

Fluido
Glicoproteina : extracelular
Glicolipideo
Colesterol

Carboidrato

Proteina
FEMEREE Filamentos de

Proteina citoesqueleto

integral -
Citoplasma

Figura 4: Esquema da membrana celular
(Modificado a partir de: omega.dawsoncollege.qgc.ca/Ray/cellmemb/401memb.htm).

Embora sejam caracteristicos em células animais, glicoesfingolipidios estao
também presentes em bactérias (OLSEN & JANTZEN, 2001), fungos (BATRAKOV
et al.,, 2003), liquens (MACHADO et al., 1997), plantas (KATES, 1986) e em
microorganismos marinhos (JENKINS et al., 1999). Geralmente, cada organismo ou
tecido tem um tipo dominante de glicoesfingolipidio (Tabela 1), embora ocorram em

concentragcdes menores em praticamente todos os tecidos (CARTER et al., 1965).
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Tabela 1: Exemplos de glicolipidios e suas principais localizagées em células animais.

Estrutura basica Nome trivial Principal localizacao
Cer-Gilc, Cer-Gal Cerebrosideo Nervos e outros tecidos
Cer-Glc-Gal-Gal-NAcGal Globosideo Membrana celular
Cer-Clc-NeuGal-Gal- Gangliosideo (GM1) Células ganglionares
NAcGal
Cer-Glc-GalNeuAc- Gangliosideo Células ganglionares

Fonte: Olsen & Jansen (2001). Abreviaturas: Cer: ceramida; Glc: glicose; Gal: galactose;
NAc: N-acetil; NeuAc: N-acetilneuraminico

Os glicoesfingolipidios mais simples sdo aqueles que contém basicamente
uma ou mais unidades de acucar ligada a ceramida. As monohexosilceramidas
(CMH) contém uma unica unidade sacaridica; exemplos deste grupo sédo a
galactosilceramida (Cer-Gal) (Figura 5), encontrada principalmente no cérebro e
tecido nervoso, e a glicosilceramida, predominante em tecidos extraneurais (STULTZ

et al., 1989). Dihexosilceramidas e trinexosilceramidas sdo encontradas em menores

concentragoes.
Cl)H
(”) (|3HCH=CH(CH2)120H3
R—C—NH—(|3H CH,OH

CH,-O o OH
o
Galactosilceramida

OH

Figura 5: Representacao da estrutura de um glicoesfingolipidio do tipo CMH.

As moléculas mais complexas, como 0s gangliosideos, sao encontradas em
células do tecido nervoso em alta concentracdo (STULTZ et al., 1989), embora ja

tenham sido encontradas em outras células de mamiferos. Eles tém papel
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fundamental em processos tais como crescimento, diferenciagcdo, adesao e
sinalizagao celular (ALLENDE & PROIA, 2002).

Os glicoesfingolipidios agem de varias maneiras na regulagdo da interacao
das células com o seu meio ambiente. Eles atuam como marcadores distintos de um
conjunto de célula de determinado 6rgao animal, mediando assim o reconhecimento
e a comunicacao célula-célula. Além disso, a composicao glicolipidica da membrana
muda durante a divisdo e diferenciacdo celular, sugerindo um papel essencial no
crescimento sistematico e no desenvolvimento do organismo (HAKOMORI, 1994).

Os glicoesfingolipidios tém sido referidos como importantes receptores tanto
para bactérias, quanto para virus e toxinas. Alguns glicolipidios simples tém sido
identificados como sitios de ligacao de determinados virus, incluindo o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (LABELL et al., 2002) e da influenza tipo A (NAKATA
et al., 2000). Sugere-se que a bactéria Helicobacter pylori, causadora de gastrites e
ulceras, tenha glicolipidios como receptores (TANG et al, 2001). Em patologias
renais, glicolipidios sao associados principalmente com aquelas de natureza
infecciosa (MACHADO et al.,, 2001). Assim, Escherichia coli uropatogénica tem
grande especificidade de ligacao por glicolipidios presentes nas células renais e do
epitélio vaginal (SCHAEFFER et al., 2001).

Além dessas fungdes, esses compostos apresentam mudancas nas suas
composicdes durante a divisdo, crescimento e diferenciacdo celular (TAKI et al.,
1994). Glicoesfingolipidios sdo marcadores tumorais para varias neoplasias, sendo
também marcadores de maturacdo e diferenciacdo celular em tecidos adultos e
embrionarios. Mudangas na composicdo, metabolismo e organizacdo de
glicoesfingolipidios na membrana celular sdo as mudangas biolégicas mais comuns

associadas com a transformacéao neoplasica (PAHLSSON et al., 2001).
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Sao conhecidas algumas patologias relacionadas com glicoesfingolipidios,
tais como a Doenca de Gauche , Tay-Sachs, Fabry e Niemann-Pick A e B, aos quais
Glc-Cer, gangliosideos, glicoesfingolipidios contendo «-galactose terminal e
esfingomielina sédo, respectivamente, acumulados devido a um defeito na atividade
de enzimas lisossomais responsaveis pelas respectivas degradacdes

(BUCCOLIERO & FUTERMAN, 2003).

3.1.2- Glicoglicerolipidios:

Apesar de ubiquos na natureza, os glicoglicerolipidios sao verificados em
maiores concentracdes nos vegetais superiores, algas e bactérias. Nos animais e
fungos, suas concentragdes sdo muito inferiores aquelas observadas para os
glicoesfingolipidios (KATES, 1986).

Em contraste com a extensa variedade de glicoglicerolipidios presentes em
bactérias, os glicolipidios de plantas consistem basicamente em trés tipos
majoritarios: monogalactosildiacilglicerol (MGDG), digalactosildiacilglicerol (DGDG) e
sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG) (DIEHL et al., 1995). Homélogos com moléculas
maiores como tri- (TGDG) e tetragalactosildiacilglicerol (TeGDG) também sao
relatados, tanto em tecidos fotossintéticos quanto naqueles nao-fotossintéticos,
porém em menores concentracdes. Outros componentes como 6-acil-MGDG e 6-
acil-DGDG, encontrados em menores quantidades, podem ser artefatos formados
pela acdo enzimatica reversivel da acil transferase a partir de mono- e
digalactosilglicerol (KATES, 1986).

Glicolipidios nao derivados de diacilglicerol sdao também presentes em
plantas, como esterilglicosideos, esterilglicosideos acilados, esterilcelobiosideos,

esterilcelotriose e cerebrosideos. Assim, os glicolipidios de plantas podem ser
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classificados em trés séries: glicosildiacilglicerdis, glicoesterdis e glicosilceramidas
(KATES, 1986).

Os (glicoglicerolipidios sao basicamente constituidos por unidades
monossacaridicas unidas glicosidicamente a hidroxila do C3 do glicerol (IUPAC-IUB,
1999). As outras hidroxilas do glicerol podem estar esterificados com acidos graxos,
formando assim os glicosildiacilglicerois (Figura 6), uma delas esterificada e outra
eterificada, formando os glicosilalquilacilgliceréis, ou as duas hidroxilas eterificadas,

formando os glicosildialquilglicerdis (KATES, 1986).

CH,OR'
CH,OH
or°
or° CH,OH
O_ OH O—CH
_ OH [ 2
S CH—0—CO—R
GH=O0—CO—R  OH O CH,-O—CO—R
CH,-O—CO—R OH
Monogalactosildiacilglicerol Digalactosildiacilglicerol
CH20803'
or°
OH o—cle2
OH CH—0—CO—R
CH,-O—CO—R

Sulfoquinovosildiacilglicerol

Figura 6: Estruturas basicas dos principais tipos de glicoglicerolipidios encontrados em
vegetais superiores. R= Acido graxo

Uma grande variedade de moléculas de carboidratos ocorre nos

glicoglicerolipidios de origem procariética, no entanto a glicose e galactose sao os
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principais componentes. Ja o0s glicoglicerolipidios sintetizados por vegetais
superiores contém, geralmente, a galactose ou a sulfoquinovose como acucares
(HAUKSSON et al., 1995). Geralmente sao verificados compostos contendode 1 a 3
unidades monossacaridicas em maiores concentracdes, contudo, compostos com 4
ou mais unidades também sao observados (MINDEN et al., 2002). Grupos sulfatos
podem estar presentes em associacdo com a galactose e a 6-desoxi-D-glicose,
dando origem aos sulfolipidios de plantas (CARTER et al, 1965), como o
sulfogalactosildiacilglicerol (MURAKAMI et al., 2003a).

A membrana tilacéide, sitio do aparato fotossintético, é caracterizada por um
grande conteuddo de MGDG e DGDG, e menor quantidade de sulfolipidios e
fosfatidilglicer6is (CODDINGTON et al., 1982). A concentracdo de MGDG nesta
membrana é geralmente maior que a de DGDG e de SQDG. Do conteudo lipidico
total, 85% equivale a glicolipidios, e apenas 15% a fosfolipidios. Em contraste aos
cloroplastos, as mitocOndrias sdo caracterizadas por auséncia completa de
glicolipidios e um grande conteudo de fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (KATES,
1986).

Em tecidos nao fotossintéticos, MGDG e DGDG tém sido identificados em
sementes (RAMADAN & MORSE, 2003b), frutas, tubérculos, entre outros. Nestes
casos, a concentracdao de DGDAG é maior que a de MGDG, e a concentracao de
sulfolipidios é geralmente baixa ou indetectavel, devido ao baixo conteudo de
cloroplastos (SASTRY, 1974).

A composicdo dos acidos graxos de glicosildiacilgliceréis em tecidos
fotossintéticos de vegetais superiores e algas verdes é caracterizada por uma
grande proporcdo de acidos graxos poliinsaturados, principalmente o &cido o-

linolénico (acido octadecatriendico, 18:3) e, em menor quantidade, seu homélogo
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(acido hexadecatriendico, 16:3). No entanto, existem diferencas na distribuicao
desses dois acidos graxos em glicolipidios de plantas. Assim, existem as chamadas
“plantas 18:3”, em que os MGDG e DGDG apresentam grandes contetdos de &cido
18:3 em ambas sn-1 e sn-2 posicdes, e as “plantas 16:3” que contém Aacido
hexadecatriendico (16:3) na posicao sn-2 de MGDG (KATES, 1986; DIEHL et al.,
1995, MANNOCK et al, 2001).

A grande concentracdo de glicolipidios, particularmente na membrana dos
cloroplastos dos vegetais superiores, cumpre um papel muito importante na
manutencao da integridade estrutural da membrana dos cloroplastos. Esses lipidios
também estdo relacionados a fendmenos fisioldgicos, como aclimatacdo a
temperatura e ao estresse salino e hidrico (CHETAL et al., 1982; KATES, 1986).

Nos ultimos anos, inUmeros trabalhos tém sido realizados sobre atividade
bioldgica de glicoglicerolipidios (Tabela 2). Dentre as atividades, a antitumoral e
antiviral chamam atencéao, pois atualmente a busca de novos agentes terapéuticos
com estas funcdes tem sido uma das maiores preocupacoes da ciéncia.

Tabela 2: Atividades bioldgicas relatadas para glicoglicerolipidios.

Atividade Acao Tipo de GLP Referéncia
Inibicdo da DNA MURAKAMI et al.,
Antitumoral _ MGDG e MGMG
polimerase 2003b

Inibicdo da DNA
Antitumoral polimerase, indutor SQDG, SQMG

de apoptose

MURAKAMI et al.,
2003a

JANWITAYANUCHIT

Antiviral Herpes simplex MGDG
et al., 2003
Antiviral HIV SQDG LOYA et al., 1998
Inibidor de P-
Antiinflamatério SQDG GOLIK et al., 1997

selectinas
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Apesar do estudo de glicoglicerolipidios isolados de plantas ter iniciado ja em
1961 com Carter, a ocorréncia destes naquelas conhecidas como medicinais é
pouco investigada. Os estudos ja realizados, em geral, sdo referentes a ocorréncia
dessas moléculas em plantas comestiveis, legumes, graos e sementes, ficando
assim a necessidade de uma melhor caracterizacdo do conteudo desses compostos

em plantas (Carter, 1961).

3.2- Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Figura 7), da familia Poaceae (Gramineae),
€ conhecido popularmente como capim-santo, capim-cidrao, capim-cidreira (MATOS,
1998), capim-limao, erva-cidreira, cha-de-estrada, citronela-de-Java (CASTRO &
CHEMALE, 1995), capim-cheiroso, cidré (DI STASI et al., 1989), citronela (SIMOES
et al., 1989), sendo internacionalmente conhecido como lemongrass (OLANIY]I et al.,

1975).

Figura 7: Aspecto geral de um exemplar de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.
(www.barbadine.com/ pages/cymbopogon_lien.htm)
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E uma espécie originaria da india, sendo encontrada em regides de clima
tropical e subtropical (CASTRO et al., 1995), tais como Asia, América Central e do
Sul, Africa entre outros (MAFFEI et al., 1988). E encontrada em todo Brasil, onde é
cultivada em hortas, jardins, beira de estradas de rodagem e ferrovias, e como cerca
viva (SIMOES et al., 1989).

Apresenta-se como uma planta herbacea, perene, formando touceiras
compactas e robustas de 1-2 metros de altura (SILVA JUNIOR, 2003), com rizoma
semi-subterraneo, ramificado, colmo ereto, simples ou ramificado (SIMOES et al.,
1989). Suas folhas se originam da base, sendo alternas, simples, lineares (GUPTA,
1995), eretas, de até 1 m de altura por 1,5 cm de comprimento, asperas em ambas
as faces, com bordos lisos, cortantes e dpice acuminado (CASTRO et al., 1989). As
flores estdao reunidas em inflorescéncias do tipo espigueta com 30-60 cm de
comprimento com glumas vermelhas (DI STASI et al., 1989), sendo que no Brasil,
onde a especie foi introduzida, néo floresce (MATOS, 1998).

Cymbopogon citratus € uma das espécies mais importantes na medicina
popular. No Brasil, seu uso popular varia em cada regido. Assim, no Ceara, o cha
das folhas € utilizado como calmante e antiespasmddico; no Sul do pais, como
calmante e contra pressao alta; no Distrito Federal, como diurético, carminativo,
calmante e antiespasmddico; no Mato Grosso, como calmante e analgésico; no
Para, contra gripes, dores de cabeca e desinteria (DI STASI et al.,, 1989). Esta
espécie também ¢é utilizada como antifebril, antirreumatica, emenagoga (SIMOES et
al., 1989) e antiemética (CARLINI et al., 1986). Externamente, é utilizada como
antisséptica (CIMANGA et al., 2000). A fumaca oriunda da queima de suas folhas é

utilizada como repelente de insetos (OYEDELE et al., 2002).
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O uso medicinal do capim-limdo nao é restrito ao Brasil. Na Guatemala,
infusbes das folhas sdo utilizadas para flatuléncia, febre, gripes e para baixar a
pressdo sanguinea (GIRON et al., 1991). Na Nigéria, C. citratus é utilizado como
antipirético, antiespasmédico (OLANIYI et al., 1975) e também por seu efeito
estimulante. Na india é comumente usado como antitussigeno, antirreumatico e
antisséptico (DERMARDEROSIAN, 2001); na Colémbia é utilizado pela acao
carminativa, vermifuga e diaforética, sendo que a infusdo do rizoma é usada como
tbnico para os dentes (GUPTA, 1996). Em Porto Rico, a folha é utilizada como
estomaquica, carminativa, antifebril, para flatuléncia e como expectorante. Os
camponeses costumam usar a raiz para limpar suas proteses dentarias

(MELENDEZ, 1989).

3.2.1- Aspectos quimicos e farmacolégicos

Apesar do intenso uso desta espécie na medicina popular, estudos relativos
as suas atividades farmacoldgicas iniciaram no Brasil apenas na década de 80. Foi a
partir do programa realizado pela CEME (Central de Medicamentos), o chamado
“Programa Brasileiro de Plantas Medicinais”, que surgiram trabalhos referentes as
atividades biolégicas desta planta. Naquela ocasido, foram realizados testes
farmacoldgicos referentes aos principais usos populares, como o uso em disturbios
gastrintestinais, como antipirético e sedativo, bem como investigacdo da potencial
toxicidade (LEITE et al., 1986).

Estudos sobre o uso do capim-limdo no tratamento de condigcbes febris
mostraram que, tanto o abafado (infuso) via oral, em concentracao 40 vezes superior
aquelas usualmente utilizadas por humanos (C40), como a administragédo de 200

mg/kg de citral, foram incapazes de diminuir a temperatura em ratos normais e/ou



33

ratos com hipertermia por administragao prévia de pirogénio. No entanto, ambos os
preparados foram ativos quando injetados por via intraperitonial (ip), sendo capazes
de diminuir a temperatura em aproximadamente 2°C (CARLINI et al., 1986).

Os estudos sobre o uso do abafado de capim-limado no tratamento de
disturbios gastrintestinais demonstraram que este nao foi capaz de diminuir o
transito intestinal em ratos que receberam uma dose oral 100 vezes maior que
aquela utilizada por humanos (Cio0). A administracdo oral de 200 mg/kg de citral
também foi ineficaz. Novamente, esses preparados demonstraram atividade quando
administrados por via ip. Resultados similares foram obtidos com o score de
defecacao em ratos. Doses Cyy do abafado por via oral e Cqo por via ip. diminuiram
fracamente a defecacdo, mas o0s resultados mostraram pouca significancia
estatistica. Apenas a administracdo de 100 mg/kg de citral por via ip diminuiu
significativamente a defecagao (CARLINI et al., 1986).

O efeito hipnético foi avaliado em voluntarios que ingeriram amostras de
capim-limao e placebo, sendo avaliados os seguintes parametros: tempo de inducao
de sono, qualidade do sono e recordacdo dos sonhos. O capim-limdo néao
demonstrou nenhum efeito quando comparado com o placebo. Além disso, em 18
pacientes com tracos de ansiedade foram administrados o abafado do capim-liméo
ou placebo e, apos, submetidos a um teste de ansiedade induzida. Os niveis de
ansiedade foram similares, indicando que o abafado da planta ndo possui
propriedade ansiolitica (LEITE et al., 1986).

Em pacientes sadios que receberem uma dose/dia do abafado via oral por
duas semanas, nao foram demonstradas alteracées em testes bioquimicos (glicose,
creatinina, uréia, colesterol, trigliceridios, etc.), na analise de urina (proteinas,

glicose, cetonas, bilirrubina, urobilinogénio, etc.), no eletroencefalograma (EEG) e
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eletrocardiograma (ECG). Alguns pacientes mostraram leves alteracbes na
bilirrubina direta e amilase, mas sem demonstrarem alterag¢des clinicas (LEITE et al.,
1986).

Administracdo oral da infusdo de capim-limdo produziu analgesia dose-
dependente em ratos com hiperalgesia induzida por injecdo subplantar de
carragenina e prostaglandina E (LORENZETTI et al., 1991). O efeito antinociceptivo
do éleo essencial do C. citratus foi observado em camundongos, sugerindo que o
6leo tem acéao tanto periférica quanto ao nivel de sistema nervoso central (VIANA et
al., 2000).

Em ratos tratados com decocto a 20%, o0 edema de pata foi inibido em 19%,
sendo que a indometacina inibiu o edema em 59%. Assim, concluiu-se que o
potencial efeito antiinflamatério do decocto do capim-limao é muito fraco, a ponto de
ser considerado sem qualquer utilidade clinica (CARBAJAL et al., 1989).

ONAWUNMI e colaboradores (1984) observaram que componentes do 6leo
essencial, como o o-citral (geranial) e B-citral (neral), mostraram ag¢éao antibacteriana
tanto em organismos gram-negativos quanto em gram-positivos. Ja 0 mirceno nao
mostrou atividade quando testado isoladamente, mas foi demonstrado que ocorre
aumento da atividade quando misturado ao citral (geranial e neral). HAMMER e
colaboradores (1999) observaram que o 6leo do capim-limao inibe o crescimento
bacteriano em concentragao < a 2%. Alguns dos principais microorganismos inibidos
pelos componentes do 6leo essencial incluem Escherichia coli, Citrobacter sp,
Klebsiella pneumoniae, P. vulgaris, Staphilococcus aureus (CIMANGA et al., 2002),
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa (HAMMER et

al., 1999), entre outros.
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O efeito antimicrobiano de diferentes 6leos essenciais e o desenvolvimento de
resisténcia aos mesmos foram avaliados in vivo e in vitro utilizando 7 cepas de
Helicobacter pylori. O 6leo extraido de Cymbopogon citratus e de Lippia citrodora
(ambos ricos em citral) foram aqueles que apresentaram maior atividade bactericida.
ApGs dez passagens sequenciais, foi desenvolvida resisténcia a claritromicina, mas
ndo ao 6leo do capim-limdo. Em estudos in vivo, a densidade de H. pylori no
estbmago de ratos tratados com o 6leo do capim-limao foi significativamente menor,
comparando-se aos ratos nao tratados (OHNO et al., 2003).

Em estudo realizado com 13 6leos essenciais, o 6leo extraido do capim-limao
mostrou ser um dos mais ativos contra dermatéfitos humanos (KISHORE et al.,
1992), tais como Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton  rubrum,
Epidermophyton floccosum e Microspurum gypseum (WANNISSOM et al., 1996).
Outros estudos relatam a agao contra fungos que surgem durante o armazenamento
de certos alimentos (MISHRA et al.,, 1994; ADEGOKE & ODESOLA, 1996), tais
como o fungo aflatoxigénico Aspergillus flavus (PARANAGAMA et al., 2003).

O 6leo do capim-limao também é efetivo como herbicida (DUDAI et al., 2001)
e como inseticida (GILBERT et al., 1999).

Tém sido apresentados muitos trabalhos demonstrando o efeito
anticarcinogénico do capim-limao. Compostos ativos incluem o limoneno e o geraniol
(WILDMAN, 2000). O oleo essencial e o citral isoladamente mostraram serem
toxicos contra células leucémicas P388 em ratos (DUBEY et al., 1997). J& com o
extrato aquoso liofilizado, observou-se um efeito inibitério na fase inicial da
hepatocarcinogénese (PUATANACHOKCHAI et al.,, 2002). Outros trabalhos
demonstraram que o0s extratos possuem propriedades antimutagénica em

Salmonella typhimurium TA98 (VINITKETKUMNUEN et al., 1994).
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O extrato da planta protege culturas de Escherichia coli da agdo oxidativa do
cloreto estanhoso, substancia considerada téxica e genotoxica. O extrato da planta
pode agir quelando e/ou oxidando ions de estanho (MELO et al., 2001).

Muitos trabalhos foram realizados para avaliar a toxicidade do capim-liméo. O
infuso administrado oralmente em ratos adultos por dois meses, em uma dose 20
vezes superior aquela utilizada normalmente (Cy), ndo induziu qualquer efeito que
poderia evidenciar toxicidade. Nao se constataram nenhum efeito deletério em
machos e fémeas, antes do acasalamento ou durante a gestacao, bem como em sua
prole (SOUZA FORMIGONI et al., 1986).

Da espécie Cymbopogon citratus ja foram isoladas varias substancias,
principalmente aquelas presentes no 6leo essencial. O éleo encontrado nas folhas
tem como principal componente o citral (65-85%) (SCHANEBERG & KHAN, 2002).
Este nome é dado a mistura natural de isbmeros monoterpenos aldeidicos aciclicos:
geranial (trans-citral, citral A ou a-citral) e neral (cis-citral, citral B ou [-citral).
Naturalmente, um isémero n&o ocorre sem o outro (LEWINSOHN et al., 1998). Além
do citral, o 6leo essencial do capim-limao contém pequenas quantidades de geraniol,
acetato de geranila, monoterpenos olefinicos como limoneno e mirceno
(LEWINSOHN et al.,, 1998), citronelol, linalol, farnesol, terpenol
(DERMARDEROSIAN, 2001) (Figura 8), a-oxabisaboleno, borneol, acido cafeico,
canfeno, cineol, acetato de citronila, acido p-cumarico, cimbopogenol, cimbopogona,
cimbopogol (HANSON, 1976), himuleno, acetato de nerila, ocimeno, o e B-pineno,
terpinoleno, terpinol (GUPTA, 1995). Compostos ndo volateis como -sitosterol,
hexaconsanol e triacontanol foram isolados a partir de extratos de éter de petréleo
(OLANIYI, 1975; DEMATOUSCHEK, 1991). Flavondides, como luteolina e luteolina-

7-0O-B-D-glicosidio, também foram encontrados no capim-limao (GUPTA, 1995).
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Figura 8: Exemplos de compostos terpénicos ja isolados do 6leo de Cymbopogon citratus.

De acordo com LEWINSOHN e colaboradores (1998) ha dois quimiotipos
desta espécie na india: o tipo “East Indian” com alto contetido de mirceno (=38%) e
citral (=z47%), e o tipo “West Indian” caracterizado pela reduzida concentragdo de
mirceno (0-12%) e elevada concentracao de citral (> 85%).

Devido ao aroma caracteristico de limdo, o citral é de consideravel
importancia na industria alimenticia (DUDAI et al., 2001) e de flavorizantes (ZHENG
et al., 1993). E também uma importante matéria prima usada na indUstria
farmacéutica, de perfumaria e cosmética, especialmente para sintese de vitamina A
e iononas (LEWINSOHN et al., 1998).

No ambito deste trabalho, realizou-se uma triagem de glicolipidios em
diversas plantas de uso medicinal: Maytenus ilicifolia, Sorocea bonplandii, Zollernia
ilicifolia, Bauhinia forficata, Lippia alba, Cymbopogon citratus, Baccharis

genistelloides, Plectranthus barbatus, Mentha piperita, Peumus boldus, Matricaria
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recutita, Pimpinella anisum, Cynara scolymus, Achyrocline satureoides e Malva
sylvestris tanto em amostras in natura quanto em amostras comerciais na forma de
cha. Assim, o extrato de Cymbopogon citratus - capim-limao foi uma das plantas
mais promissoras em relacao ao conteudo glicolipidico. Desta forma, propusemo-nos
a realizar o fracionamento com vista ao isolamento de glicolipidios presentes em
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, uma vez que esta € uma espécie de amplo uso

popular e que nao ha qualquer estudo com este tipo de composto.
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4- MATERIAIS
4.1- Triagem de glicolipidios

Para a triagem de glicolipidios em plantas medicinais foram coletadas
amostras de 8 plantas em margco de 2002, em diferentes localidades de
Floriandpolis, conforme tabela abaixo. Todos os espécimes foram identificados

anteriormente por pesquisadores do Departamento de Botanica da UFSC.

Tabela 3: Plantas utilizadas na triagem de glicolipidios e seus locais de coleta.

Nome cientifico Nome popular Parte utilizada Local de coleta

Maytenus ilicifolia o
_ . Espinheira-santa Folhas Campus da UFSC
Martius ex Reissek

Sorocea bonplandii .
“Falsa” espinheira-

(Baillon) Burger, t Folhas Campus da UFSC
santa
Lanjouw & Boer
Zollernia ilicifolia “Falsa” espinheira-
Folhas Campus da UFSC
(Brongn.) Vogel santa
Bauhinia forficata
. Pata-de-vaca Folhas Horto do HU
Link
Lippia alba L. Erva-cidreira Folhas Horto do IBAMA
Cymbopogon L
_ Capim-liméao Folhas Horto do IBAMA
citratus (DC.) Stapf
Baccharis
genistelloides Carqueja Folhas Horto do HU
Person
Plectranthus
barbatus Boldo Folhas Horto do HU

Andrews
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Para a triagem de glicolipidios em drogas vegetais dessecadas foram

utilizadas amostras comerciais de diferentes marcas das seguintes plantas (Tabela

4):

Tabela 4: Triagem de glicolipidios em amostras comerciais de chas.

Nome cientifico
(embalagem)

Nome popular
(embalagem)

Parte utilizada

Maytenus ilicifolia
Mentha piperita
Peumus boldus

Cymbopogon citratus

Matricaria recutita

Baccharis genistelloides

Pimpinella anisum

Bauhinia forficata

Cynara scolymus

Achyrocline satureioides

Malva sylvestris

Espinheira-santa
Hortela
Boldo do Chile
Capim-cidreira
Camomila
Carqueja
Erva-doce
Pata-de-vaca
Alcachofra
Marcela

Malva

Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Inflorescéncias
Folhas
Frutos
Folhas
Folhas
Inflorescéncias

Folhas

4.2- Material vegetal

A amostra de Cymbopogon citratus utilizada nos testes preliminares foi

coletada na praia de Morro das Pedras, Florianépolis, em setembro de 2002. O

material vegetal utilizado para o fracionamento foi coletado no Horto de Plantas

Medicinais do Departamento de Botanica da UFSC, Campus Universitario-Trindade,

em outubro de 2002. As amostras foram identificadas pelo Prof. Dr. Daniel de

Barcellos Falkenberg, do Departamento de Botanica, UFSC.
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4.3- Materiais para extracao e cromatografia

Os solventes empregados neste trabalho foram de grau analitico, procedéncia
Nuclear e Vetec.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram usadas, para os testes
de triagem placas de aluminio de tipo HPTLC (CCD de alta eficiéncia), recobertas de
gel de silica 60 F254, de marca Merck (cédigo 1.05548). Para as analises por CCD
durante a investigacao fitoquimica foram utilizadas placas comuns de gel de silica 60
F254, também da marca Merck (cédigo 1.05554).

Os sistemas de eluentes utilizados para analise do contetdo glicolipidico
foram CHCI3/MeOH/H,0 65:25:4 (v/v/v) (KATES, 1986) e CHCIs/MeOH 9:1 (v/v) para
analise do extrato bruto. Para a deteccdo das substancias nas placas
cromatograficas foram utilizados como reagentes reveladores:

e Solugao de anisaldeido-sulfuarico (WAGNER E BLADT, 1995);
e Solugao de vanilina-sulfurica (MERCK, 1971);
e Solucao de orcinol-sulfurico (KATES, 1986).

Utilizaram-se padrdes de monohexosilceramida (CMH), fornecido pelo Prof.
Dr. Marcos José Machado, Departamento de Analises Clinicas da UFSC, e de
digalactosildiacilglicerol (DGDG), ambos da marca Sigma®.

Os adsorventes utilizados na Cromatografia em Coluna (CC) foram gel de

silica 60, com particulas de didametro entre 0,05-0,2 um, procedéncia Carlo Erba, e

gel de silica 60 com diametro de particulas entre 0,04-0,063 um, procedéncia Vetec.

4.4- Equipamentos
As amostras vegetais previamente secas foram pulverizadas em moinho de

facas. Para concentracao dos extratos e das fracées, utilizou-se evaporador rotatério
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a vacuo Heidolph, modelo Laborota 4000. Para a extracdo do 6leo essencial,
utilizou-se o aparelho de Clevenger modificado.

As andlises por CG-EM (Cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de
massas) foram realizadas em cromatégrafo a gas QP 2000 A, acoplado a um
espectrémetro de massas pertencente ao Instituto de Quimica da UFSC. A coluna
capilar era de 50 m de comprimento e 0,25 mm de diametro interno. Como
programacao de temperatura utilizou-se: temperatura inicial de 40°C, seguido pela
elevacao em um gradiente de 8°C até 300°C, mantida até o fim da analise. Utilizou-

se Hélio como gas de arraste, com fluxo de 1 mL/min.
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5- METODOLOGIA
5.1-Triagem de glicolipidios para todas amostras vegetais

As amostras utilizadas na triagem de glicolipidios em plantas medicinais
foram coletadas em margo/2002. As folhas danificadas foram separadas e as demais
submetidas a secagem em temperatura ambiente por 24 horas, sendo entao
trituradas em moinhos de facas.

Os extratos foram preparados por maceracao da planta em CHCIl3;/MeOH (2:1)
por 24 horas, na proporcao 1:5 (m/v). Apds a maceracao, os extratos foram filtrados
e concentrados em evaporador rotatério sob baixa pressao e temperatura inferior a
50°C.

Para as amostras de chas comerciais, o processo de extracdo foi realizado tal
como descrito para amostras de plantas, apenas sem secagem prévia.

A analise cromatografica com vista a deteccao de glicolipidios foi realizada
em placas tipo HPTLC e eluente CHCI3/MeOH/H,O 65:25:4 (v/v), revelando-as com
orcinol-sulfurico.

A caracterizacdo do provavel tipo de glicolipidio foi baseada nos seus
respectivos fatores de retencédo (Rfs), de acordo com a literatura (LEPAGE et al.,

1964).

5.2- Ensaios preliminares para o capim-limao

As amostras de Cymbopogon citratus utilizadas nos testes preliminares foram
coletadas em setembro/2002.

Os extratos foram preparados com a planta moida (fresca e/ou seca
previamente por 24 horas), por maceracado em CHCI3/MeOH 2:1 (v/v), pelos

periodos abaixo especificados. A proporcao planta:solvente utilizada foi 1:5 (m/v).
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Apoés a extracdo, os extratos foram filtrados e concentrados sob baixa pressdo em
evaporador rotatério com temperatura inferior a 50°C, sendo entao seus rendimentos
calculados.
Nos testes preliminares, foram avaliadas as seguintes metodologias de
extragao:
A- Extracao apés inativacao enzimatica;
B- Extracao apods secagem em temperatura ambiente por 24 horas;

C- Extracdo a fresco por 1, 2 e 5 dias.

A- Extragdo apos inativacdo enzimatica (IE)

Cerca de 10g de folhas foram trituradas e fervidas em agua destilada por 3
minutos. Apds a filtragem, as folhas foram colocadas na capela de exaustdo para
total evaporagdo da agua e depois submetidas a extracdo com CHCI3;/MeOH 2:1

(v/v) por 24 horas (KATES, 1986).

B- Extracao apds secagem por 24 horas em temperatura ambiente (TA)
Cerca de 10g de planta previamente dessecada (24 horas em temperatura

ambiente) foram submetidas a maceragdo em CHCIlz/MeOH 2:1 (v/v) por 24 horas.

C- Extracao da planta fresca por 1, 2 e 5 dias (F1, F2 e F5)
Amostras de cerca de 10 g da planta fresca e triturada foram maceradas em

CHCI3/MeOH 2:1 (v/v) por 1 (F1), 2 (F2) e 5 (F5) dias, respectivamente.
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Em todas as metodologias, a maceracao foi realizada em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz e sob freqlente agitagdo. Foram avaliados os

rendimentos obtidos e o perfil cromatografico de cada extrato bruto.

5.3.- Analise cromatografica preliminar

Os extratos obtidos foram ressuspensos em CHCI3/MeOH 2:1 (v/v) e
analisados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando os eluentes:
CHCI3/MeOH 95:5 (v/v), CHCI3/MeOH 9:1 (v/v), CHCIs/MeOH 85:15 (v/v),
CHCI3/MeOH 8:2 (v/v).

Para cada eluente, foram realizadas duas placas. Utilizaram-se em todas as
andlises padrdes de monohexosilceramida (CMH) e digalactosildiacilglicerol
(DGDG). As placas foram observadas sob luz visivel e sob luz ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Apds, uma placa foi borrifada com solucao
de anisaldeido-sulfurico e outra com orcinol-sulfurico, sendo entdo aquecidas a

cerca de 100°C até o aparecimento das manchas caracteristicas.

5.4- Procedimentos de isolamento
5.4.1- Material vegetal

As amostras de capim-lim&o utilizadas para a investigagéo fitoquimica foram
coletadas em outubro/2002. As folhas foram submetidas a secagem em temperatura

ambiente por 24 horas e trituradas em moinho de facas.

5.4.2- Preparacao do extrato
O extrato de Cymbopogon citratus foi preparado a partir de 816 g da planta

moida. O material foi macerado em CHCI3/MeOH 2:1 (v/v) durante 24 horas, na
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proporcao de 1 g de planta para 5 mL (m/v) da mistura extratora. A seguir, o
macerado foi filtrado e concentrado em evaporador rotatério a vacuo, em

temperatura inferior a 50°C.

5.5- Coluna | — Extrato bruto

O extrato bruto foi fracionado em Coluna Cromatografica (CC) de gel de silica,
utilizando-se CHCI3/MeOH 98:2 (v/v) para a preparagdo da suspensao do
adsorvente. A coluna possuia 6 cm de diametro interno e a altura da silica atingiu 24
cm, sendo utilizados aproximadamente 300 g de adsorvente.

Cerca de 11 g do extrato bruto foram dissolvidos em 45 mL de CHCI3;/MeOH
98:2 (v/v) e aplicados no topo da coluna. O fluxo de escoamento foi de 2 mL/min,
sendo que as fracoes foram coletadas com 30 mL cada. Seguiu-se a eluicdo da
coluna utilizando eluentes com aumento progressivo de polaridade (Tabela 5). Ao
todo foram coletadas 142 fragdes.

Tabela 5: Eluentes utilizados em seqléncia na eluicao das fragdes da Coluna I:

Eluente Proporcao Numero de fracoes
CHCls/MeOH 9:1 1-76
CHCly/MeOH 85:15 77-90
CHCly/MeOH 8:2 91-100
CHCly/MeOH 75:25 101-104
CHCI3/MeOH 7:3 105-142

As fragGes foram analisadas por CCD utilizando como eluente CHCI3/MeOH
9:1 (v/iv), e como reveladores, solugdes de anisaldeido- e orcinol-sulfurico. As

fracGes foram reunidas em fungéo da semelhanca na composicao e do seu grau de
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pureza baseada na analise cromatografica, sendo denominadas CwFy., (sendo “M” o
namero da coluna em algarismos romanos e X-Y o intervalo de frac6es reunidas)
conforme o agrupamento realizado. A avaliagdo do rendimento das fracdes foi
realizada a partir da massa do residuo correspondente a uma aliquota de 10 mL. A
partir desta coluna, foram realizados os fracionamentos com vista ao isolamento das

substancias de interesse.

5.5.1- Fracionamento visando a obtencao de G
a)- Coluna Il

Amostra aplicada: C\F2.17 (1,55 Q)

Adsorvente: Silica gel (120 g)

Coluna: 6 cm didmetro X 18 cm de altura

Fluxo: 1,8 mL/min

Eluentes: conforme tabela 6

Tabela 6: Esquema de elui¢do utilizado na Coluna II:

Eluente Proporcao Numero de fracoes
CHCls 100% 1-26
CHCly/MeOH 97:3 27-112
CHCly/MeOH 9:1 113-118
CHCly/MeOH 8:2 119-130

Foram coletadas 130 fragcbes com 20 mL cada, que foram analisadas por

CCD em CHCI3/MeOH 97:3.

b)- Coluna IV
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Amostra aplicada: CyFeo-65 (0,1103 Q)
Adsorvente: Silica gel (20,8 g)
Coluna: 1,0 cm didametro X 38,5 cm altura
Eluente: CHCI3/MeOH 96:4
Fluxo: 0,4 mL/min.
As 119 fragdes coletadas continham 1 mL cada. Devido a semelhanga do
conteudo, a fracao Cy/F33.45 foi agrupada com uma fragéo da primeira coluna, a C\F1g.

20, para prosseguir o fracionamento.

c)- Coluna V
Amostra: CyyFaz.4s + CiF1s20 (0,202 Q)
Adsorvente: Silica gel (48,8 g)
Coluna: 2,2 cm didametro X 33 cm altura
Eluente: CHCI3/EtOH 94:6
Fluxo: 0,8 mL/min
Foram recolhidas 108 fracbes de volume inicial 10 mL (1-13), seguindo-se

fracoes de 1 mL (14-108).

d)- Coluna XlI

Amostra: CyF23.73 (0,0326 Q)

Adsorvente: Silica gel (6 g)

Coluna: 1,0 cm diametro X 37 cm altura

Eluente: CHCls/MeOH/Acetona/Acido acético 73:1,5:25:0,5
Fluxo: 0,5 mL/min

Foram recolhidas 18 frac6es com volume de 1 mL.
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5.5.2- Fracionamento visando a obtencao de G

Para a obtencao do G, a fracao CFs7.¢o foi fracionada conforme descrito:

a)- Coluna VIl
Amostra aplicada: C\Fs7.60 (0,237 Q)
Adsorvente: Silica gel (25 g)
Coluna: 1 cm didmetro X 50 cm altura
Eluente: CHCIy/EtOH 86:14
Fluxo: 0,5 mL/min
Desta coluna, coletaram-se 52 fragcdes com 1 mL cada, sendo que as fracoes
19 a 30 (CviFi930) foram reunidas, concentradas e submetidas a lavagens

sucessivas com metanol para retirada de impurezas polares.

b)- Separacao do precipitado
Ao se retirar a fracdo CiFe1.71 da refrigeracdo, observou-se um precipitado
branco, que foi separado por centrifugacao, lavado 4 vezes com metanol e analisado

por CCD utilizando-se CHCIs/MeOH 9:1 e revelador orcinol-sulfurico.

5.5.3- Obtencao de outros compostos

Na tentativa de ressuspender a fragdo C,Fo em CHCI3/MeOH 2:1, observou-
se que parte da fracdo era insoluvel nesta mistura. Essa aliquota insoluvel foi
separada e lavada trés vezes com metanol, sendo denominada C,F{(R (Residuo) O
restante da fracdo foi utilizado para o fracionamento em coluna, como descrito
abaixo:

a)- Coluna X
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Amostra: CiFo (0,109 g)
Adsorvente: Silica gel (10 g)
Coluna: 1 cm didmetro X 18 cm altura
Eluente: Tolueno/ acetato de etila 95:5
Fluxo: 0,6 mL/min
Coletaram-se 56 fragbes (1 mL cada), que foram analisadas por CCD

utilizando tolueno/ AcOEt 93:7 e vanilina-sulfdrica como revelador.

b)- Coluna Il
Para o isolamento do G1, realizou-se a coluna Il (item 5.5.1.a), cujas fracdes
foram cromatografadas em CHCIls/MeOH 97:3 e reveladas com solugdo de

anisaldeido-sulfarico.

5.5.4- Isolamento da substéancia Cy1:

A fracdo CiFi247 foi cromatografada inicialmente com CHCl; e,
posteriormente, com CHCIl3;:MeOH 97:3 (item 5.5.1.a). As frac¢des iniciais da coluna
foram analisadas por CCD em CHCIs; e reveladas com anisaldeido-sulfarico. A

fracdo CyF2 que continha uma substancia purificada foi codificada como Cy1

5.5.5- Obtencao de Cy2

Na coluna VIII (item 5.5.2.a), realizada com vista ao isolamento do Gy, durante

a coleta da fracéao CyyF2, observou-se a formacao de um precipitado branco. Este foi
lavado 4 vezes com metanol, centrifugado para separacdo do sobrenadante e
analisado por CCD com tolueno/AcOEt 93:7 sendo revelado com vanilina-sulfarica.

O precipitado que continha o composto purificado foi denominado Cy2.
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5.5.6- Obtencao de Cy3
A fragado C;F49.56 resultante da coluna Il foi novamente fracionada em coluna,
como descrito na seqliéncia.
b)- Coluna Il
Amostra aplicada: CF49.56 (0,477 Q)
Adsorvente: Silica gel (70 g)
Coluna: 2,2 cm didametro X 34 cm altura
Eluente: CHCI3/MeOH 97:3 (fracées 1-35), CHCIs/MeOH 95:5 (fracbes 36-50)
Fluxo: 0,5 mL/min
As fragdes 7 a 15 foram reunidas, dando origem a CyF7.15 que foi submetida a

outro fracionamento cromatografico (Coluna VI).

c)- Coluna VI
Amostra aplicada: CyF7.15 (0,1828 g)
Adsorvente: Silica gel (21 g)
Coluna: 1 cm diametro X 24 cm altura
Eluente: CHCI3/MeOH 98:2
Fluxo: 0,25 mL/min
Apo6s andlise por CCD, as fragbes 7 a 8, que continham a substancia

denominada Cy3, foram reunidas.

5.5.7- Obtencao de Cy4
As fragdes CyFss4s € CFigo0 foram reunidas e aplicadas na coluna V
conforme descrito no item 5.5.1.c. Ap6s analise por CCD, as fragdes 17 a 25,

contendo a substancia codificada Cy4, foram reunidas na fracao CyF17.25
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5.6- Monitoramento mensal (MM) de Cymbopogon citratus
5.6.1- Material vegetal
A amostra vegetal foi coletada no Horto do Departamento de Botanica da

UFSC, Campus Universitario, em dezembro de 2002. O material foi limpo e, em

seguida, processado de duas maneiras:

a)- A planta foi seca em temperatura ambiente por 24 horas e, em seguida,
fracionada em 12 aliquotas para serem armazenadas por até 12 meses. O
monitoramento do perfil cromatografico foi realizado a cada 30 dias;

b)- A planta foi submetida ao processo de inativacdo enzimatica, mergulhando-a em
agua destilada a 100°C por 3 minutos. As plantas foram secas em capela de

exaustdo e armazenadas em 12 aliquotas, para entdo serem analisadas.

5.6.2- Preparacao dos extratos
Os extratos para o monitoramento mensal (MM) foram obtidos através da
maceracdo em CHCIl;/MeOH 2:1 (v/v) durante 24 horas, na proporcdo de 1 g de

planta para 5 mL da mistura extratora (m/v).

5.6.3- Analise cromatografica dos extratos do MM

Os extratos do MM foram concentrados em evaporador rotatério, pesados e
ressuspensos em CHCI3/MeOH 2:1 (v/v) de modo a padronizar a concentragdo de
extrato aplicada nas placas de CCD. Foram aplicados 10 puL de cada extrato em
placas de gel de silica 60 F254 e eluidos em CHCIl3/MeOH/H,O 65:25:4 (v/v/v)
(LEPAGE et al., 1964) e CHCI3/MeOH 9:1 (v/v), utilizando-se como reveladores

solucdes de anisaldeido- e orcinol-sulfurico.
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5.7- Extracao do 6leo essencial de Cymbopogon citratus

Foi realizado conforme o método de dosagem de 6leos essenciais em drogas
vegetais, por arraste de vapor d’agua, preconizado pela FARMACOPEIA Brasileira
IV (1988), em aparelho de Clevenger modificado.

Utilizaram-se 30 g de folhas frescas em 400 ml de 4gua destilada e procedeu-
se a destilagdo por 3 horas. Utilizou-se 1,0 ml de xileno. O volume de 6leo coletado

foi medido e a amostra acondicionada em frasco hermeticamente fechado.
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1- Triagem de glicolipidios

A triagem de espécies vegetais com potencial atividade biologica é uma
ferramenta importante na busca de novos produtos naturais com potencial aplicacao
terapéutica. Neste estudo, foram usadas espécies de plantas medicinais comumente
utilizadas na medicina popular.

Os resultados da analise cromatografica dos extratos brutos das plantas

medicinais estao representados na Figura 9.

-y i . DGDG

Figura 9: Cromatografia em Camada Delgada dos extratos brutos das espécies de plantas
medicinais. Eluente: CHCIy/MeOH/H,O (65:25:4); revelador: orcinol-sulfarico. Da esquerda
para direita: 1- Maytenus ilicifolia; 2- Sorocea bonplandii; 3- Zollernia ilicifolia; 4- Bauhinia
forficata; 5- Lippia alba; 6- Cymbopogon citratus; 7- Baccharis genistelloides; 8- Plectranthus
barbatus; P: padrao de digalactosildiacilglicerol.

Na andlise cromatografica, foi possivel, a partir do valor de Rf observado para
0 padrdo de DGDG e de dados da literatura (LEPAGE et al., 1964; KATES, 1986),
sugerir a presenca também de outros tipos de glicolipidios. Os rendimentos do
extrato lipidico, bem como a interpretacdo da andlise cromatografica, estao

resumidos na tabela 7.
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Pode-se observar que todos os extratos investigados apresentam grande

conteudo glicolipidico, porém com algumas diferengas quali- quantitativas.

Tabela 7: Rendimento dos extratos brutos das espécies medicinais testadas e glicolipidios
detectados nos mesmos (+ a ++++ indica a intensidade visual da reagdo ao orcinol-
sulfurico).

Numero  Espécie Rend. MGDG DGDG TGDG TeGDG SQDG

1 Maytenus 6,3 + + + + +
ilicifolia
2 Sorocea 5,2 + + + + +
bonplandii
3 Zollernia 5,6 + +++ + + +
ilicifolia
4 Bauhinia 2,7 + + + + +
forficata
5 Lippia alba 11,3 ++++ ++++ ++++ + +++
6 Cymbopogon 5,6 ++++ ++++ ++++ ++ ++++
citratus
7 Baccharis 9,1 + + +++ +++ +
genistelloides
8 Plectranthus 1,1 + ++++ ++ + +
barbatus

Na avaliacdo do rendimento dos extratos brutos (EB) obtidos, pode-se
observar que houve diferencas de rendimento de até 10 vezes. Assim, o extrato de
Lippia alba apresentou um rendimento de 11,3 % (g /100 g planta), enquanto para P.
barbatus o rendimento foi de 1,1 %. Outro ponto observado é que o conteudo
glicolipidico nao teve relacdo com o rendimento: plantas que obtiveram EB com alto
rendimento ndo necessariamente foram aquelas que apresentaram maior

concentracao de glicolipidios individuais.
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Em relacao ao conteudo glicolipidico, pode-se observar que de modo geral os
resultados obtidos estdo de acordo com o descrito por KATES (1986) para tecidos
fotossintéticos, onde MGDG, DGDG sao encontrados em maior concentragdo. Com
excecao dos extratos de Baccharis genistelloides, Maytenus ilicifolia e das espécies
adulterantes desta ultima (S. bonplandii e Z. ilicifolia), todos os demais apresentaram
grandes concentracbes de DGDG e TGDG. Destaca-se ainda, a alta concentracao
de glicolipidios em Rf compativel com TGDG nos extratos de Bauhinia forficata,
Lippia alba e C. citratus.

Para analise cromatografica dos extratos obtidos, o eluente utilizado foi
CHCI3/MeOH/H.O (LEPAGE et al., 1964), comumente utilizado para analise de
glicolipidios neutros. Neste sistema eluente, os valores de Rf de glicolipidios ja estao
bem documentados na literatura. Além disso, neste sistema ha uma boa separacao
dos compostos e dos pigmentos mais apolares que migram no fronte do solvente.
Para que pudesse ser feita a comparacdo do conteudo glicolipidico presente em
cada EB, os extratos foram concentrados e ressolubilizados em volume definido de
CHCI3/MeOH 2:1. Assim, a concentracdo de todos os extratos foi aproximadamente
5,3 ug/uL, sendo aplicados 20 uL de cada amostra.

Lippia alba e Cymbopogon citratus foram as espécies que apresentaram
maior rendimento do EB, além de ter o maior conteudo glicolipidico individual. Assim,
os resultados obtidos apontam que estas espécies seriam as mais promissoras para
uma investigacdo mais avancada do ponto de vista quimico em relagcdo aos seus
conteudos glicolipidicos.

As amostras comerciais utilizadas na triagem de glicolipidios em chas foram
processadas e analisadas da mesma maneira como para as plantas medicinais.

Assim, ap6s a maceracao, os extratos obtidos foram evaporados e seus rendimentos
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calculados. Novamente, observou-se uma grande variacao no perfil de glicolipidios e
no rendimento dos EB (Tabela 8), tal como foi observado para amostras de plantas.
Cabe também destacar que houveram diferencas significativas no perfil
cromatografico e rendimento de glicolipidios entre as amostras de plantas medicinais
in natura e amostras comerciais (chas) para a mesma (suposta) espécie (Tabela 9).
Mesmo considerando que nao se possa garantir a identidade botanica das amostras
comerciais aqui testadas, seriam esperadas diferengcas na composicao quimica
dependendo do local e época de coleta, bem como devido a diferengas no processo
de secagem, que para as plantas in natura foi a temperatura ambiente por 24 horas.
Em principio, para todas as amostras in natura, o rendimento obtido foi menor, o que
se poderia explicar, pelo menos em parte, devido ao processo mais drastico de
secagem a que amostras comerciais costumam ser submetidas. A diferenga no perfil
cromatografico poderia também ser devido a acdao enzimatica, que poderia estar

degradando os glicolipidios nas amostras comerciais.
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Tabela 8: Rendimento dos extratos brutos obtidos a partir de amostras comerciais e
glicolipidios detectados nos mesmos (+ a ++++ indica a intensidade de reacdo ao orcinol-

sulfurico).
Espécie Rend. MGDG DGDG TGDG TeGDG SQDG
(conforme g/100 g
indicacao da planta
embalagem)
Maytenus 31,07 + + + ++++ +
ilicifolia
Mentha 8,82 ++ + + + +
piperita
Peumus 27,31 + e+ + + +
boldus
Cymbopogon 16,47 + ++++ + + ++
citratus
Matricaria 30,05 + + + ++ +
recutita
Baccharis 23,14 +++ ++++ ++++ +++ ++
genistelloides
Pimpinella 24,76 + + + +
anisum
Bauhinia 38,78 + + + +++ ++
forficata
Cynara Nd* + + + + +
scolymus
Achyrocline 20,91 + + + + +
satureioides
Malva 5,12 + + + + +
sylvestris

*Nd: Nao foi possivel calcular o rendimento para essa amostra.
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Tabela 9: Comparacao entre rendimento e conteudo lipidico de amostras in natura (IN) e
comerciais (C) da mesma espécie (+ a ++++ indica a intensidade de reagdo ao orcinol-
sulfurico).

Amostra Rend. MGDG DGDG TGDG TeGDG SQDG

M. ilicifolia IN 6,3 + + + + +
M. ilicifolia C 31,07 + + + FH++

Baccharis IN 9,1 + + + 4+ +
Baccharis C 23,14 +++ ++++ ++++ +++

B. forficata IN 2,7 + ++++ 4+ 44 +
B. forficata C 38,78 + + + +++

C.citratus IN 5,6 ++++ ++++ ++++ + ++++
C. citratus C 16,47 + +4+++ + +

De acordo com a tabela 9, pode-se observar grande variagdo no contetdo
glicolipidico individual. As amostras referidas como Baccharis genistelloides e
Cymbopogon citratus foram as espécies que apresentaram maior composicao
glicolipidica. Espécies como M. recutita e A. satureioides, onde se utilizaram as
inflorescéncias para o teste, obtiveram um bom rendimento de EB, sendo em alguns
casos, superior aqueles observados para plantas onde se utilizaram folhas. O
mesmo aconteceu com Pimpinella anisum, onde as partes utilizadas foram os frutos.
Isso pode ser explicado pelo fato de que os glicolipidios, principal classe de lipidios
presentes na membrana tilacéide dos cloroplastos, serem encontrados nao apenas
em tecidos fotossintéticos como as folhas, mais também naqueles néao-
fotossintéticos, como sementes, troncos, frutos, vagem (leguminosas), entre outros

(KOJIMA et al., 1991).

6.2- Ensaios de extracao
Varios procedimentos de extracdo de glicolipidios tém sido descritos para

animais (LOPEZ-MARIN et al., 2002), vegetais (RASTRELLI et al., 1997;
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MURAKAMI et al., 2003), bactérias (PASCIAK et al., 2002), algas (SON, 1990; RHO
et al., 1997), fungos (BATRAKOQV et al., 2003) e liquens (SASSAKI et al, 2001). Em
geral, as variacbes entre as metodologias estdo relacionadas com o tipo e a
proporcao de solventes empregados, e as técnicas de preparo dos extratos (KATES,
1986).

Segundo KATES (1970), durante o procedimento de extracdo, principalmente
em se tratando de plantas, um dos fatores que deve ser considerado € a perda do
conteudo lipidico devido a acéo de enzimas de degradacao. Por isso, deve-se ter um
cuidado especial para evitar a agcado degradativa de enzimas como as fosfolipases e
galactolipases, bem como minimizar a peroxidagdo dos acidos graxos
poliinsaturados. Em geral, o uso de misturas contendo solventes alcoodlicos é
suficiente para inativar muitas fosfolipases e lipases, porém, para aquelas enzimas
mais estaveis, recomenda-se a imersao da planta em agua fervente por 1-2 minutos.

Para a extracdo do conteudo glicolipidico do Cymbopogon citratus, optou-se
pela realizacdo de trés métodos (Figura 11): A) inativacdo enzimatica (IE); B) planta
seca por 24 horas em temperatura ambiente (TA); C)- planta fresca com diferentes
tempos de maceracéao (F1, F2 e F5 conforme o niumero de dias).

Nos diferentes procedimentos, manteve-se como mistura extratora
CHCI3/MeOH 2:1 (v/v). Essa mistura de solventes também foi utilizada para extracao
de glicolipidios de microalgas da espécie Gymnodinium (PARRISH et al., 1998);
liguens, como Dictyonema glabratum (SASSAKI et al, 2001); sementes de Nigella
sativa L., Coriandrum sativum L., Guizotia absyssinica Cass (RAMADAN &

MORSEL, 2003b), bactérias. (KATES, 1986), entre outros.
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Amostra vegetal

v A 4 v

Método A Método B Método C
A 4 A 4
Inativagéao Secagem em
enziméatica temperatura
HO A 1-2’ ambiente /24h
A 4 A 4 A 4
CHCI3/MeOH CHClI3/MeOH CHCI3/MeOH
2:1 viv 2:1 viv 2:1 viv
A 4 A 4 A 4
24 h. 24 h. 24 h. 48 h. 60 h.
\ 4 Y A\ 4 A 4 A\ 4
ELT ELT ELT ELT ELT
(IE) (TA) (F1) (F2) (F5)
CCD CCD CCD CCD CCD

Figura 10: Fluxograma de obtengao dos extratos brutos (EB) de Cymbopogon. citratus.

Os extratos brutos obtidos foram analisados por CCD, utilizando
CHCI3/MeOH/H.O 65:25:4 (v/v/v) como eluente e anisaldeido- e orcinol-sulfarico
como reveladores. Com excegao do extrato obtido através da inativagdo enzimatica,
o perfil cromatografico dos extratos foi muito semelhante. Nestes extratos, cinco

substancias tiveram reacao orcinol positivas, com Rf de 0,61, 0,52, 0,44, 0,29 e 0,15.
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De acordo com os resultados destes testes, a obtencdo do extrato com a
planta previamente seca em temperatura ambiente por 24 horas (TA) foi 0 método

que apresentou melhor rendimento (Tabela 10).

Tabela 10: Rendimento dos extratos brutos (EB) de Cymbopogon citratus obtidos por
diferentes metodologias.

Nome Peso EB (g) Rendimento
g/100 g planta
IE 0,168 1,67
TA 0,879 8,71
F1 0,685 6,70
F2 0,606 6,02
F5 0,441 4,35

Uma das vantagens de utilizar a planta previamente seca para a preparagao
do extrato, € que a secagem previne possiveis reacdes de hidrélise, oxidacao e
crescimento microbiano (FALKENBERG et al., 1999). No entanto, deve-se evitar o
uso de altas temperaturas, devido a possiveis perdas ou alteragcbes no conteudo

quimico das substancias (HARBORNE, 1984).

6.3- Procedimentos de isolamento

Diversos procedimentos tém sido usados para o isolamento de glicolipidios a
partir de extratos bruto. De forma geral, esses procedimentos incluem a precipitacdo
e/ou particdo em solventes com diferentes polaridades, fracionamento em colunas
cromatograficas (acido silicico, DEAE celulose, fase reversa), cromatografia em
camada delgada preparativa (KATES, 1986), cromatografia liquida de alta eficiéncia-

CLAE (DEMANDRE et al., 1985), entre outros.
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A extracao de folhas de C. citratus com vista ao isolamento de glicolipidios
forneceu 20,5 g de extrato bruto, um rendimento de aproximadamente de 2,5 %.
Uma aliquota do extrato (cerca de 11 g) foi aplicada na coluna |, utilizando misturas

de CHCI3/MeOH em propor¢cdes que variaram de 9:1 a 7:3 (Figura 12 ).

Folhas secas e moidas
de Cymbopogon
citratus
m= 816 g

l

Maceracao em CHCI3:MeOH (2:1)
durante 24 horas

l

Filtracao

Evaporacao a vacuo

l

Extrato bruto
m= 20,52 g

A 4

Aliquotade 11 g

COLUNAI CHCI3/MeOH 9:1 a 7:3

Figura 11: Fluxograma dos procedimentos iniciais da preparacdo do extrato e do
fracionamento.

As fracdes iniciais da coluna | eram ricas em pigmentos apolares no fronte do
solvente, devido a presenca de clorofila e carotendides. A partir da fracao doze (F12),

manchas orcinol positivas comegaram a eluir, indicando a presenga de glicolipidios.
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As fracOes eluidas contendo componentes orcinol positivos com mesmo Rf foram

reunidas, dando origem a oito grupos de fragdes (Tabela 11).

Tabela 11: Fracbes agrupadas da Coluna | contendo compostos glicolipidicos e seus
respectivos rendimentos e Rfs.

) . Rendimento Rf
Numero das fracoes
(9) CHCI3/MeOH 9:1
Fio.17 1,55 0,92
Fis-20 0,268 0.63
Fo1.08 0,220 0,51
Fs7-60 0,254 0,41
Fe1-71 0,034 0,41
Fso-100 0,079 0,29
Fi1os-116 0,075 017
Fi16-142 0,142 0,11

Fracionamento inicial de extratos bruto utilizando cromatografia em coluna de
silica gel e sistemas de eluentes semelhantes a este foram utilizados para o
isolamento de glicolipidios do liquen Ramalina celastri (MACHADO et al., 1997).

As fragbes oriundas da Coluna | foram recromatografadas em colunas de
silica gel cujos sistemas de eluentes consistiram basicamente em misturas de
CHCI3/MeOH e CHCI3/EtOH com diferentes proporcdes destes solventes.

Muitos desses procedimentos de purificacdo ndo obtiveram éxito. Algumas
fracOes, cujas analises preliminares por CCD apresentaram-se como uma unica
mancha orcinol positivo, apds passar por uma ou sucessivas colunas e ao serem

cromatografadas em outros sistemas de eluentes revelaram desdobramento das
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manchas, muitas vezes dando origem a varias manchas orcinol positivas. Com isso,
tornou-se praticamente inviavel dar continuidade ao processo de purificagdo das

varias fragdes contendo glicolipidios (Figura 13).

FA » B
|
4
ot -y Y
W e
i X
|

Figura 12: CCD que demonstra o desdobramento de manchas de uma fragcao da Coluna V
ao passar por uma nova coluna cromatografica. A lamina da esquerda, as fragbes sao: 1-
CvF23.36; 2- CvF37.73, 3- CvF74.35 e 4- CvFge.mg, como eluente utilizou-se CHC'g/EtOH 94:6 e A-
orcinol-sulfurico e B-anisaldeido-sulfurico como reveladores. A lamina da esquerda a fracao
cromatografada foi a fragdo CyF7,¢s apOs passar por uma cromatografia em coluna. O
eluente utilizado foi CHCIly/MeOH/Acetona/Acido acético 73:1,5:25:0,5 e revelada com
orcinol-sulfurico.
6.3.1- Fracionamento visando a obtencao de G

Apés a realizacdo e monitoramento cromatografico da Coluna |, verificou-se
que um dos glicolipidios de interesse (denominado G4) apresentava-se na fracao
com maior rendimento, a fracdo C F12.17 (1,55 g). Para isolamento de G, foi realizado
uma cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando a mistura de CHCl3/MeOH
97:3 como eluente (Coluna Il). Na analise cromatografica das fracdes, utilizando o
mesmo sistema de eluentes da coluna, observou-se que a fragdo inicial continha
dois glicolipidios, e ndo apenas um, conforme foi observado na CCD com o sistema
de eluente da Coluna I, CHCI3/MeOH (9:1). Um deste apresentava um valor de Rf de

0,34 e outro, Rf de aproximadamente 0,17. Assim, foi possivel separar em duas

fracOes distintas, CyF49.56 (0,477 g) € CyiFes0-68 (0,110 g), as quais continham Gy e Gy,
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respectivamente. A partir dai, o fracionamento desses glicolipidios foi realizado
separadamente.

Como a fracdo contendo Gi apresentou um rendimento superior, optou-se
pela sua purificagdo. Para tanto, a fragdo CjF49.56 foi cromatografada (Coluna llI),
obtendo-se uma fragdo (CyF7.15) que além de apresentar uma mancha principal
correspondente a Gy, apresentava também outras substancias de natureza mais
apolar. Assim, realizou-se uma nova coluna contendo CHCIs/MeOH 98:2 como
eluente, na tentativa de uma melhor separacdo de G; e das outras substancias.
Obteve-se uma fragao enriquecida em Gy (16,2 mg) que, no entanto, ainda nao se
apresentava suficientemente pura para obtencdo de espectros. Necessidade de
maiores quantidades da substancia para continuidade do trabalho de isolamento
levaram a opc¢ao pelo fracionamento de C;Feo-6s.

A fracdo C;Fgp-6s foi cromatografada na coluna IV, utilizando como eluente
CHCI3/MeOH 96:4, obtendo-se a fragcdo CyFs3.48, que foi reunida a fracdo C\F1s.20 (da
Coluna I), ja que continham o mesmo glicolipidio (Rf 0,32). A fracéo reunida (CyFss-
48 + CiFyg.20) foi novamente cromatografada, utilizando CHCI3/EtOH 94:6 como
eluente. A partir desta (Coluna V), obteve-se a fracdo CyF23.73 que se apresentava
praticamente pura e foi recromatografada (Coluna Xll) utilizando o sistema de
eluente CHCIl3/MeOH/Acetona/Ac.Acético 73:1,5:25:0,5, conforme descrito por XUE
e colaboradores (2002). A partir desta ultima coluna, obteve-se a fragdo CyxFe.s, que
ao ser analisada por CCD no mesmo sistema de eluente utilizado na coluna,
apresentava Gi" como unica mancha orcinol positiva com valor de Rf igual a 0,28. O

esquema de purificacao de G4’ é demonstrado resumidamente na Figura 14.
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COLUNAI
A 4
CiF12-17 CiF12-20
1,559 183,2 mg
A\ 4
Coluna Il
A\ 4
CiiFso-68
0,110 ¢
\ 4
Coluna IV
A 4
CivFss-48
19 mg
A\ 4
Coluna V CHCIy/EtOH 94:6
A\ 4
CvF2373
32,63 mg
\ 4 ,
Coluna XIl | - CHetos o

Analise

Gy
estrutural 2,2 mq

Figura 13: Fluxograma de isolamento do glicolipidio 1 (G+’)

Ressalta-se, porém, que pela andlise do Gy utilizando sistema de eluente

CHCI3/MeOH 9:1 (v/v), observou-se impurezas e/ou produtos de degradacédo e/ou

diferencas no conteudo de acidos graxos, os quais estariam sendo representados

pelos valores de Rf bastante proximos de G+’ (Figura 15). O rendimento obtido nesta



71

fracdo foi muito baixo, aproximadamente 2,2 mg, inviabilizando uma nova
purificacao.

A amostra de Gy’ foi encaminhada para anélises de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) no Chengdu Institute of Biology (China) pelo Prof. Dr. Guolin Zhang,

sendo que até o momento os espectros ainda nao foram recebidos.

-

6-8 9

Figura 14: Cromatografia em camada delgada de G+’ isolado a partir da Coluna XII. Eluente:
CHCI3/MeOH 9:1 (v/v); revelador: orcinol-sulfarico

A dificuldade de se purificar amostras de glicolipidios é relatada por O’'BRIEN
& BENSON (1964) no isolamento de glicosildiacilglicerdis a partir de folhas de alfafa.
MACHADO (1996), na purificacao de glicolipidios de extratos de liquens, observou
que a fracdo contendo monogalactosildiacilglicerol apresentava-se frequientemente
como uma mistura de duas substancias com valores de Rfs bastante proximos, além
da existéncia de pigmentos associados. JENKINS e colaboradores (1999), isolando
glicolipidios a partir de um protista marinho, chegaram a uma mistura de dificil
separacdo de dois glicolipidios homdlogos, os quais poderiam ser diferenciados
através da espectrometria de massas.

Outro fator importante na purificacdo de glicolipidios é a dificuldade de
obtencdo a partir de fontes naturais, com uma composicao homogénea de acidos

graxos. A composicao de acidos graxos apresenta diferencas no comprimento das
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cadeias e no seu grau de insaturacdo, os quais sao dependentes da origem, do
ambiente e das condicdes de crescimento, bem como, do procedimento de extracéo

(MINDEN et al., 2002).

6.3.2- Fracionamento visando a obtencao de G

Na analise por CCD com sistema de eluente CHCIl3/MeOH 9:1, a fracao C Fs7.
s0 (Coluna 1) (0,234 g) apresentou uma mancha orcinol positiva de forte intensidade
com valor de Rf igual a 0,30. Nesta mesma andlise por CCD foram observadas
também outras trés manchas secundarias orcinol negativas.

Apbs separacao por cromatografia em coluna com o eluente CHCIl3/MeOH
86:14, reuniram-se fracées contendo a substancia de interesse, resultando na fracao
CvinF19.30. Esta ultima foi lavada com metanol para a retirada de impurezas mais
polares. Através da analise por CCD com CHCI3/MeOH/H.O 65:25:4, a fracao
apresentava-se como mancha unica em Rf=0,58, com reagdo orcinol positiva, sendo
codificada como Go.

A mesma substancia também foi obtida a partir de um precipitado formado na
fracdo C/Fsi.71 (Coluna I) mantida sob refrigeracao (item 5.5.2.b). Reunidos, estes
glicolipidios apresentaram um rendimento de 2,9 mg. O fluxograma de obtencédo da

substancia G, é demonstrado na Figura 16.
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COLUNAI CHCly/MeOH 9:1
Y
A\ 4 A\ 4
CiF37-60 CiFs1-71
2545 mg 34,6 mg
A\ 4 A\ 4
CHCI;/EtOH 86:14 Coluna Vi Precipitado Lavagem com metanol
Analise

estrutural

Figura 15: Fluxograma de isolamento do glicolipidio 2 (Gy)

Para assegurar que se tratavam dos mesmos glicolipidios isolados, o
composto obtido a partir da fracdo CiFs7.s0 € 0 precipitado foram novamente
cromatografados nos sistemas de eluentes CHCI3/MeOH 9:1(v/iv) e
CHCI3/MeOH/H.0 65:25:4 (v/v/v), revelando-se com anisaldeido- e orcinol-sulfarico.
Utilizaram-se padrdes de CMH e DGDG para comparacéo dos valores de Rf (Figura

17).
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Figura 16: Cromatografia em camada delgada de G,. Na cromatografia da esquerda, 1- EB;
2- Gy’; 3- Gy; 4- Padrdao de CMH; 5- Padrao de DGDG. Na cromatografia da direita, 1- Go
(CiF37.60) € 2- G» (precipitado). Em ambas, utilizou-se como eluente CHCIly/MeOH 9:1(v/v),
sendo a lamina da esquerda revelada com orcinol-sulfarico e a da direita com anisaldeido-
sulfurico.

Conforme se observa na Figura 17, em CHCI3/MeOH 9:1 os valores de Rf
encontrados para ambos foram iguais a 0,40. No entanto, na analise por CCD com
CHCI3/MeOH/H-0 65:25:4, o Rf de Gy foi 0,64 enquanto o Rf do padrdo de DGDG foi
0,49. De acordo com a literatura (LEPAGE et al., 1964), o Rf esperado para DGDG
em CHCIs/MeOH/H,O 65:25:4 seria 0,62 (préximo ao valor de Rf encontrado para
Go).

A diferenca do Rf para DGDG em relacdo ao valor relatado na literatura deve-
se provavelmente a diferencas de temperatura e umidade ambientais, que podem
interferir significativamente no comportamento cromatografico das substancias,
levando a ndo reproducéao de valores de Rf.

Porém, o valor de Rf de G, foi bem préoximo ao do padrdgo de CMH,
respectivamente 0,62 e 0,63 na CCD em CHCI3/MeOH/H,O 65:25:4, enquanto na
andlise em CHCI3/MeOH 9:1 os Rf foram 0,40 e 0,42. De acordo com FUJINO &
OHNISHI (1979), o Rf esperado para CMH em CHCIl3/MeOH/H,0 65:25:4 seria 0,66,

muito proximo daquele encontrado para o G.. A reproducdo do exato valor de Rf
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exato conforme descrito na literatura torna-se bastante dificil de se obter, tendo em
consideragao muitos fatores como caracteristicas do adsorvente utilizado, qualidade
e quantidade da fase mével, saturacdo da cuba, temperatura e umidade, volume e
concentracdo da amostra aplicada (COLLINS & BRAGA, 1988). Assim, deve-se ter
precaucao ao se comparar valores de Rf, utilizando sempre que possivel, padrdes
adequados e uma analise comparativa nas mesmas condi¢des experimentais
(Tabela 12).

Tabela 12: Comparacado dos valores de Rf das amostras de G, (fracdo C\Fsz;60) € Go
(precipitado da fragao C,Fs1.71) com os valores de Rf de padrées de CMH e DGDG.

Nome Valores de Rf Coloracao
CHCI3/MeOH CHCI3/MeOH/H.O Anisaldeido- Orcinol-
9:1 65:25: sulfarico sulfarico
Go 0,40 0,62 Roxo escuro Roxo
Gy” 0,40 0,62 Roxo escuro Roxo
CMH 0,42 0,63 Roxo escuro Roxo
DGDG 0,14 0,49 Roxo escuro Roxo

Assim, pela proximidade nos valores de Rf entre G, e o padrao CMH,
presumi-se se tratar de uma estrutura monohexosilceramida, mas possivelmente
com diferengcas no comprimento da cadeia de acido graxo em relagéo ao padrao.

A amostra G, foi encaminhada para analises de RMN no Chengdu Institute of
Biology pelo Prof. Dr. Guolin Zhang, sendo que até o momento os espectros ainda

nao foram recebidos.

6.3.3- Obtencao de outros compostos
Ao analisar as fracoes iniciais coletadas da Coluna | (Item 5.5), observou-se

que as mesmas apresentavam um odor de limao, caracteristico da planta. Esse odor
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€ principalmente associado a presenca de citral, componente majoritario do 6leo
essencial encontrado no capim-limao (MATOS, 1998). Assim, essas fracoes foram
analisadas por CCD com tolueno/AcOEt 93:7 (v/v) e vanilina-sulfurica conforme
descrito por WAGNER e colaboradores (1995) para componentes do 6leo essencial.

A partir desta analise cromatografica, observou-se que a fragao C\Fo continha
4 substancias, com valores de Rf de 0,91, 0,77, 0,53 e 0,45 (Figura 18). Ao
ressuspender a fracgdo em CHCI3/MeOH 2:1, observou-se que uma parte da fragao
era insolUvel nesta mistura de solventes. Essa aliquota insoluvel foi recolhida e
lavada trés vezes com metanol, sendo denominada C,Fi,R (Residuo). Este por sua
vez, foi cromatografado no sistema descrito por WAGNER e colaboradores (1995),
apresentando-se cromatograficamente puro como uma mancha azul acinzentada e

valor de Rfigual a 0,43.

Figura 17: Cromatografia em camada delgada da fracdo C,Fiq (10) e C/Fior (10R). Eluente:
tolueno/AcOEt 93:7, revelador: anisaldeido-sulfurico. As setas indicam as substancias
presentes na fragao C,F;, (esquerda) e no residuo insoltvel (CFyqR).

A parte soluvel da fracdo CiFqo foi cromatografada em coluna (Coluna X),
utilizando como eluente uma mistura de tolueno/AcOEt (95:5). As fracdes coletadas

foram analisadas por CCD no mesmo sistema de eluente da coluna e reveladas com

vanilina-sulfarica. Assim, pode-se observar que as fracdes CxFs, CxFs e CxFis3
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apresentavam mais concentradas, respectivamente, das substancias com valores de

Rf iguais a 0,60, 0,45 e 0,28 (Figura 19).

-
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Figura 18: Cromatografia em camada delgada das fragdes obtidas a partir da Coluna X. As
setas indicam as frag6es onde as substancias foram obtidas de forma purificada (CxFs, CxFs
e CxF13, respectivamente). Eluente: tolueno/AcOEt (95:5), revelador: anisaldeido-sulfarico.

Além destes compostos isolados da fragdo CF1o, obteve-se a partir da Coluna
Il (isolamento de G+’) a fragdo CyF42 (Figura 20). Ao ser analisada por CCD em
tolueno/AcOEt 93:7, essa fracdo apresentava elevada concentracdo de uma
substancia com valor de Rf igual a 0,28. O fluxograma de isolamento dos compostos

terpénicos é mostrado na Figura 21.

Figura 19: Cromatografia em camada delgada dos componentes purificados, CFior, CiiFa2,
CxFs e CxFi3, respectivamente indicados pelas setas. Eluente: tolueno/AcOEt (93:7),
revelador: anisaldeido-sulfdrico.
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COLUNAI CHCI3/MeOH 9:1

A 4 A 4

l CiF1o CiF12-17
128,4 mg 1,55¢

A 4 A 4

COLUNA X Tolueno/Ac.Etila 95:5 COLUNA I CHClyMeOH 973
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Figura 20: Fluxograma de isolamento dos componentes terpénicos.

Devido ao alto ponto de ebulicdo do tolueno utilizado na coluna para
purificacdo destas amostras, ndo foi possivel a eliminacao total do solvente, o que
impossibilitou a determinacao do rendimento dos compostos purificados.

As amostras foram cromatografadas em diferentes sistemas de eluentes (dois
deles estdo sendo representados na Figura 22), na tentativa de melhor caracterizar
seus componentes. Diante da hipétese de que estas substancias poderiam ser
componentes do 6leo essencial da planta e, como nao se dispunha de padroes,
optou-se por pela extracdo do éleo essencial de C. citratus, conforme descrito no

item 5.7, para ser utilizado como padrao.
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Figura 21: Cromatografia em camada delgada utilizando diferentes eluentes para andlise
dos componentes purificados. A placa da esquerda foi utilizado tolueno/AcOEt 93:7 revelada
com vanilina-sulflrica; a da direita o eluente utilizado foi CHCI3 e anisaldeido-sulfarico como
revelador. 1- Oleo extraido da planta; 2- CxFs; 3- CxFs. 4- CxFi3; 5- CiFior; 6- CyF42, em
ambas placas respectivamente.

Na comparacao dos dados cromatograficos das amostras isoladas com o 6leo
extraido da planta, pode-se observar que elas nao correspondiam aos componentes
majoritarios do oOleo obtido. Segundo PACHALY (1999), o citral, componente
majoritario do Oleo, apresenta extingdo da luz ultravioleta em 254 nm e, apéds
revelagdo com anisaldeido-sulfurico, fluorescéncia em UVses. Através da analise
cromatografica do éleo essencial extraido da planta, pode-se perceber a presenca
de um componente majoritario, em Rf=0,68 (tolueno/AcOEt 93:7). Esta substancia
apresenta uma mancha de forte intensidade, apresentando extingcdo em UVas4, mas
que apo6s ser revelada com anisaldeido-sulfurico, adquire coloracdao azul-
acinzentada, mas ndo apresenta fluorescéncia em UVjzs. Segundo STAHL &
SCHILD (1981), o citral ap6s revelacdo com anisaldeido sulfurico apresenta
fluorescéncia alaranjada em 365 nm. Como a lampada UV em 365 nm disponivel no
laboratério tem apresentado dificuldades em relagdo a\ visualizagdo de algumas
cores, nao se pode descartar a possibilidade de que a mancha majoritaria em Rf

0,68 corresponda ao citral.
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A substancia em Rf=0,44 (coloracdo marrom) corresponde ao xileno utilizado
no procedimento de extracdo do 6leo essencial.

O componente majoritario da amostra C\F1o, a fracdo que deu origem aos
compostos isolados, apresentava-se como uma mancha de cor roxa, em Rf=0,52
(tolueno/AcOEt 983:7), nao apresentando extincdo em UVass. Assim, pode-se
considerar que este composto ndo corresponde ao citral.

As substancias CxFs e CxFg extinguem a fluorescéncia em UVas4, mas nao
apresentam fluorescéncia propria em UVss5. Os compostos CxFiz e C/Fior nao
apresentaram nem extincdo em UVas4, tampouco fluorescéncia em UVszgs Ja a
substancia C;F42 apresentou extincao em UV2s4 € leve fluorescéncia alaranjada em
UVses. Desta forma, poder-se-ia dizer que a Unica substancia compativel com o
“comportamento cromatografico no UV* do citral € a CF4.. Entretanto, na analise por
CCD, esta amostra apresentou Rf diferente do Rf da substancia majoritaria do éleo

obtido (Tabela 13).

Tabela 13: Valores de Rf para as substancias purificadas utilizando dois sistemas de
eluentes.

Valores de Rf

Fracao Tolueno/AcOEt CHCI; UV2s4 UV3e5*
93:7 2 vezes
CxFs 0,87 0,98 ++++ -
CXF8 0,59 ** + -
CxFi3 0,52 0,88 - -
CiFior 0,42 0,69 - -
CiFa2 0,30 0,43 - —+

* Apéds a placa ser revelada com anisaldeido-sulfarico.
**Devido a baixa concentragao na aplicagéao, nao foi possivel detectar a CiFs.
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As amostras foram encaminhadas para analise por Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) no Instituto de Quimica da UFSC.
Devido a presenca do tolueno nas amostras dificultar a sua analise, ja que para
algumas amostras ocorria a sobreposicao, foram obtidos espectros apenas para
CxFs e CxFs.

O espectro CG/EM de CxFs demonstrou que esta amostra consistia de uma
mistura (Figura 23). Um dos componentes para 0s quais se obteve o espectro de
massas apresentou pico base em m/z 71, sendo que a comparacdo com espectros
disponiveis (Banco de Espectros do Instituto de Farmacia da Universidade de Bonn)
(Figura 24) apontou certa semelhanga com terpinen-4-ol e p-menten-ol, pela
presencga dos sinais em m/z 86 e 57.

Para a substancia CxFg, 0 espectro de massa apresentou um pico base em
m/z 61, porém através da comparacdo com outros espectros, nao foi possivel

identificar esta substancia.



Figura 22: Espectro de massas da substancia CxFs.
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Figura 23: Espectro de massas comparativo para a substancia CXF5.
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6.3.4- Isolamento das substancias Cy1, Cy2, Cy3 e Cy4

Estas substancias foram obtidas por fracionamento em colunas, conforme
representado nas Figuras abaixo.

Cy1 apresenta-se como uma substancia sélida, amorfa, de cor branca com
um rendimento de 2,9 mg. Na analise por CCD em CHCI3; aparece em Rf=0,90, sem
fluorescéncia propria em 365 nm nem extincdo de fluorescéncia em 254 nm,

adquirindo cor roxa apés revelagao com vanilina-sulfurica (Figura 25).

COLUNAI CHCIy/MeOH 9:1

CiF12-17
1,55¢

COLUNA I CHCI3y/MeOH 97:3

A\ 4

Cy1
2.9 ma

Figura 24: Fluxograma do isolamento da substancia Cy1.

Cy2 apresenta-se como uma substancia sélida, de cor branca, sem
fluorescéncia propria em 365 nm nem extingao de fluorescéncia em 254 nm. Na
andlise por CCD em tolueno/AcOEt 93:7, a substancia aparece em Rf=0,40, como
uma mancha de cor cinza apds revelagdo com vanilina-sulfurica (Figura 26). O

rendimento obtido foi de aproximadamente 3,5 mg.
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COLUNAI CHCly/MeOH 9:1
CiF37-60
\ 4
Lavagem com MeOH Precipitado < COLUNA vill CHClyMeOH 86:14
A\ 4
Cy2
3.5 mqa

Figura 25: Esquema de isolamento da substancia Cy2

Cy3 apresenta-se como uma substancia sélida, de cor branca, sem
fluorescéncia propria em 365 nm nem extingdo de fluorescéncia em 254 nm. Na
analise por CCD em tolueno/AcOEt 93:7, aparece em Rf=0,73, como uma mancha
de cor azul apo6s a revelagao com vanilina-sulfarica (Figura 27). O rendimento desta

substéancia foi de 2,8 mg.

COLUNAI CHCly/MeOH 9:1
Y
CiF12-17
1,559
CHCIy/MeOH 97:3 COLUNA I > CiFa9.56
A 4
COLUNA I

CHCl3/MeOH 97:3

A 4

CiF7-15

A 4

COLUNA VI [—*

CHCls/MeOH 96:4

Figura 26: Fluxograma de isolamento do composto Cy3.
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Cy4 apresenta-se como uma substancia sélida, com coloragdo branca, sem
fluorescéncia prépria em 365 nm nem extincao de fluorescéncia em 254 nm, com
rendimento de aproximadamente 3,2 mg. Na analise por CCD em CHCI;, o
composto aparece como uma mancha de cor rosa apos a revelacao com anisaldeido

sulfarico, em Rf=0,34 (Figura 28).

COLUNAI CHCly/MeOH 9:1
\ 4
\ 4 Y
CiF12-17 CiF1s-20
\4
CHCIy/MeOH 97:3 COLUNA I
\4
CiFso-68
\4
COLUNA IV o CivFasas
COLUNA V

CV F1 7-25 >

Figura 27: Esquema de isolamento do Cy4

Estas amostras foram encaminhadas para andlise no Chengdu Institute of
Biology pelo Prof. Dr. Guolin Zhang, sendo que suas analises de RMN nao foram

realizadas até o momento pela dificuldade de solubilizacao das amostras.
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Figura 28: Fluxograma dos procedimentos utilizados no fracionamento do extrato de Cymbopogon citratus.
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6.4- Monitoramento mensal

O objetivo deste monitoramento foi verificar se 0 tempo de armazenamento
provoca alteracao no teor de glicolipidios nas folhas de Cymbopogon citratus.

Para verificar se o conteudo glicolipidico reduzia em decorréncia da acao de
enzimas, realizou-se o pré-tratamento com agua fervente. As amostras submetidas a
inativagdo enzimatica serviram como “controle”, pois como as enzimas sao
inativadas com o processo de fervura, esperar-se-ia nestas amostras menor
alteracao do perfil cromatografico.

O monitoramento mensal foi realizado utilizando amostras vegetais que foram
processadas de duas maneiras: a) planta seca por 24 horas; b) planta fresca
submetida a inativacao enzimatica. Os materiais foram divididos em doze aliquotas,
que a cada més foram submetidos a extracao e, apds este periodo, o extrato era
evaporado e ressuspenso em um volume conhecido de CHCIl3/MeOH 2:1, para
padronizar a concentragao.

Através dos rendimentos, pode-se observar que as plantas que nao passaram
pela inativacdo enzimatica tiveram um rendimento superior em relacdo aquelas que
sofreram o processo. Além disso, o rendimento de extrato bruto para o material sem
inativagdo apresentou tendéncia a aumentar ao longo dos doze meses, em relagdo
ao rendimento obtido no primeiro més. Este aumento do rendimento dos extratos
poderia ser, pelo menos em parte, devido a dessecagao gradual ao longo do tempo
de armazenamento.

Para o material vegetal submetido a inativagdo enzimatica, o rendimento
apresentou alguma variagdo ao longo dos 12 meses, porém bem inferior aquela

observada para as plantas sem inativagédo (Tabela 14).
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Tabela 14: Rendimentos dos extratos do monitoramento mensal (MM), obtidos a partir da
planta seca por 24 horas sem inativagdo enzimatica e da planta com inativagéo enzimatica.

Sem inativacao Com inativacao
Més Rendimento  Concentracao Rendimento Concentracao
(g/100g planta) ung/uL (9/100g planta) png/ul

01 5,43 21 4,43 24
02 5,15 20 4,57 24
03 6,49 21 4,20 22
04 5,53 20 3,33 20
05 5.60 20 4,59 21
06 5,84 20 4,67 21
07 5,67 20 4,74 21
08 6,20 21 4,72 22
09 5,86 21 4,12 21
10 6,08 21 4,69 21
11 6,15 20 5,03 26
12 6,65 21 4,63 27

Analisando as cromatografias do MM, pode-se observar que as plantas que
sofreram o processo de inativacdo enzimatica tiveram diferencas no perfil lipidico
quando comparada as plantas que nao passaram por este processo. Nos extratos
inativados, houve predominancia de uma substancia orcinol positiva em Rf=0,55,
seguida por outra em Rf=0,74. As plantas sem inativacdo mantiveram o perfil
glicolipidico, com seis manchas orcinol positivas, em Rf de 0,78, 0,63, 0,58, 0,46,
0,41 e 0,21 (Figura 30) . As manchas em Rf de 0,46 e 0, 41 foram iguais para os

dois tipos de extratos.
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Figura 29: Cromatografia em camada delgada do monitoramento mensal (MM) dos meses
02 e 03. Na cromatografia da esquerda o eluente utilizado foi CHCI3/MeOH 9:1 (v/v), na
cromatografia da direita o eluente foi CHCl;/MeOH/H,O 65:25:4, sendo ambas reveladas
com orcinol-sulfdrico. A ordem de aplicagéo dos extratos € més 02 com inativagdo, més 02
sem inativacdo, més 03 sem inativacao e més 03 com inativacdo em ambas placas.

Quando os extratos sem inativacdo do MM foram avaliados conjuntamente
em CCD utilizando CHCI3/MeOH 9:1 (Figuras 31 e 32) observou-se que houve uma
consideravel diminuicdo da glicolipidio de Rf= 0,75 a partir do més 06. Ja para as
plantas que passaram pela inativacdo enzimatica, observou-se que houve
diminuicdo da concentracdo de uma mancha em Rf=0,49. Essa variacdo do
conteudo glicolipidico da planta previamente inativada, acaba por nao justificar o
emprego desse pré-tratamento.

A alteracao do conteudo glicolipidico pode estar relacionada a diversos
fatores. O aumento da concentracdo pode ser observado com a maturidade e o
crescimento. Ja a reducdo, tem sido relatada ocorrer sob uma variedade de
condicbes como estresse hidrico, estresse térmico, senescéncia e salinidade. A

diminuicdo de glicolipidios como MGDG e DGDG podem ser devido a uma sintese

diminuida ou aumento da atividade das galactolipases (CHETAL et al., 1982).
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A degradagcao de glicolipidios observada quando células de plantas sao
quebradas é justificada, em parte, pela agao de enzimas envolvidas no catabolismo.
Geralmente, glicolipidios sofrem acdo enzimatica pelas acil hidrolases e acil
transferases (KATES, 1986).

A degradacao enzimatica de lipidios como o MGDG e DGDG devido a agéo
de acil hidrolases parece estar associada ndo sé com a fracao cloroplastica, mas
também aquela presente no citoplasma da célula. Através da acdo desta enzima, a
partir do MGDG, por exemplo, sera formado o monogalactosilmonoacilglicerol
(MGMG) e seu respectivo acido graxo (KATES, 1986).

A acao da acil transferase ocorre envolvendo a transferéncia de acil grupos a
partir de DGDG para a posi¢cao C6 de MGDG, ou partir de MGDG para a posicao C6
de DGDG ou outro MGDG, com a formacao de 6-aci-MGDG e 6-acil-DGDG
respectivamente. Assim, esses compostos podem ser considerados artefatos
formados a partir da acao destas enzimas (KATES, 1986).

Essa degradacado também é observada para glicoglicerolipidios que séo
ingeridos através da alimentacdo, como o MGDG e DGDG. Esses compostos sao
hidrolisados em 4&cidos graxos livres e em monogalactosiimonoacil- e
digalactosilmonoacilglicerol (MGMG e DGMG), que resultarao em
monogalactosilglicerol (MGG) e digalactosilglicerol (DGG) respectivamente, e

finalmente, em galactose e glicerol (SUGAWARA & MIYAZAWA, 2000).
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Figura 30: Cromatografia em camada delgada do monitoramento mensal (MM) da planta
sem inativacao utilizando como eluente CHCI3;:MeOH 9:1 e como revelador orcinol-sulfarico.
Da esquerda para direita: ELT- Extrato Lipidico Total; Ps- Padrao de DGDG; P,- Padrdo de
CMH; 1- Més 01; 2- Més 02; 3- Més 03*; 4- Més 04*; 5- Més 05; 6- Més 06; 7- Més 07; 8-
Més 08; 9- Més 09; 10- Més 10; 11- Més 11; 12- Més 12. A seta mostra o glicolipidios que
teve a concentracao diminuida.
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Figura 31: CCD do monitoramento mensal (MM) da planta com inativagao utilizando como
eluente CHCIl;/MeOH/H,0O 65:25:4. Da esquerda para direita: ELT- Extrato Lipidico Total; P4-
Padrdo de DGDG; P,- Padrdao de CMH; 1- Més 01; 2- Més 02; 3- Més 03*; 4- Més 04*; 5-
Més 05; 6- Més 06; 7- Més 07; 8- Més 08; 9- Més 09; 10- Més 10; 11- Més 11; 12- Més 12.

* Os extratos do MM dos meses 03 04 foram trocados nas placas, ou seja, na CCD com
inativagédo o extrato é aquele nao inativado e vice-versa.
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7- CONCLUSOES

e Detectou-se glicolipidios em todas as amostras pesquisadas, com variagao
quali-quantitativa consideravel entre as espécies e mesmo entre amostras in
natura e comerciais referentes a mesma espécie;

e (Os tipos de (licolipidios detectadas em maior concentracdo foram
monogalactosildiacilglicerol e digalactosildacilglicerol;

e Dentre os procedimentos testados de extracdo de glicolipidios em
Cymbopogon citratus, o que proporcionou maior rendimento foi aquele que
utilizava a planta seca em temperatura ambiente por 24 horas;

e A partir do extrato de Cymbopogon citratus, foram isoladas duas substancias
com reagao positiva para orcinol-sulfurico, sendo G possivelmente
relacionada estruturalmente com mono-hexosilceramida;

e Foram isoladas ainda outras substancias, sendo que para 2 delas foi possivel
obter espectro de massas sendo que para o composto CxFs, o espectro
obtido sugere tratar-se de terpinen-4-ol;

¢ O monitoramento mensal realizado com as amostras de Cymbopogon citratus
sugere que glicolipidios sofrem degradagdo ao longo do periodo de

armazenamento.
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