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RESUMO

A espécie Eichhornia crassipes (Pontederiaceae) € uma macrofita aquatica
conhecida popularmente como aguapé. E utilizada na descontaminacdo de
ambientes aquaticos poluidos, pois possui alta capacidade de absorver e tolerar
elevadas quantidades de ions metdlicos. Segundo estudos, o cadmio € um dos
metais mais absorvidos por essa espécie, que apresenta maior acumulo em raizes
em relacao as partes aéreas.

O objetivo desse trabalho foi verificar se a produgdo de antocianinas do
aguapé é alterada pela presengca de ions Cd(ll) nos tecidos. Foram realizados
experimentos in vivo submetendo os espécimes a solugao nutritiva contendo ou néo
ions cadmio. Os extratos metandlicos acidificados com HCI| das raizes foram
analisados por CLAE-UV e fracionados por CC (C18 e Sephadex), seguidos por
CLAE semipreparativa. Apos as analises por CLAE-DAD-EM foi possivel propor a
estrutura de duas antocianidinas: delfinidina e delfinidina substituida por um grupo

metoxilico (C15H1308, 333,0609).



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Fracionamento do extrato obtido do experimento Raiz s-Cd

Esquema 2. Fracionamento do extrato obtido do experimento Raiz c-Cd



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Eichhornia crassipes (agQUape)........ccccoeiiiiiiiiieiiiieiieee e 13
Figura 2. Antocianinas isoladas de flores de E. crassipes.  ......cccoceeecceieeeieeeeeeennn. 15
Figura 3: Estrutura geral de antocianinas. R pode ser H ou OH, e R' e R? podem ser
o I T = VoW (o7 T PP 16
Figura 4. Estrutura das antocianidinas mais COMUNS..............cciiiriiiiiiiieinieeeii 17
Figura 5. Possiveis transformagdes estruturais das antocianinas em meio aquoso em
fungdo do pH (MARGCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).........cemiiiiiriiiiieeeiieeee e 18
Figura 6. Cultivo da espécie E. crassipes no Instituto de Quimica de Araraquara...28
Figura 7. Cromatograma obtido por CLAE-UV da frag&do enriquecida de antocianinas
do extrato Raiz s-Cd. Detecg@o em 520 NM........ooveiiiiiiiiiiii e 35
Figura 8. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragdo enriquecida de antocianinas
do extrato Raiz c-Cd. Detecgdo em 520 NM.........oovviiiiiiiiiiiiiiiie e 35
Figura 9. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragao Raiz s-Cd-4FR, indicando as
sub-fragdes coletadas em CLAE semipreparativo. Deteccdo em 520 nm............ 36
Figura 10. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV das sub-fragdes Raiz s-Cd-4FR4 e
Raiz s-Cd-4FR6. Detecgao €m 520NM.......ccooviiiiiiiiiiee e 37
Figura 11. Cromatograma obtido por CLAE-DAD da subfracdo Raiz s-Cd-4FR4.
DeteCCa0 €M 520,60 NM...counnii e e e e e 38

Figura 12. Espectros de absorgao das substancias I, I e 111, respectivamente......38

Figura 13. Cromatograma obtido por CLAE-DAD-EM de Raiz s-Cd-4FR4............... 39
Figura 14. Cromatograma de ions totais de Raiz s-Cd-4FR4...........cccccoeiiiiiiiiinnnnn. 39
Figura 15. Espectro de ES/EM/EM da substancia | (delfinidina)............cccccevvveeeee.e. 40

Figura 16. Proposta de fragmentagcao da substancia | (delfinidina)........................... 41



Figura 17. Espectro de ES/EM/EM da substancia Hl...........ccccoouviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenn. 42
Figura 18. Fragmentograma da antocianidina Il..................oiiii i 43

Figura 19. Cromatograma obtido por CLAE-DAD da subfracdo Raiz s-Cd-4FR6.

Deteccao em 329,9 € 520,6 NM......ooouiiiiiiiiii e 44
Figura 20. Espectros de absorgao das substancias I, IVe lll.........cccoooeeeiiiiinne. 44
Figura 21. Cromatograma obtido por CLAE-DAD-EM de Raiz s-Cd-4FR6............... 45
Figura 22. Cromatograma de ions totais de Raiz s-Cd-4FR6.............ccccccceiiiiiis 45
Figura 23. Fragmentograma da antocianidina | presente em Raiz s-Cd4FRG6........ 46
Figura 24. Fragmentograma da antocianidina Il presente em Raiz s-Cd4FR........ 47

Figura 25. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV da fracdo Raiz c-Cd-4FR em 520 e

Figura 26. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV das sub-fracbes Raiz c-Cd-4FRG6,
Raiz c-Cd-4FR8 e Raiz c-Cd-4FR10. Detecgdo em 520 nMm........ccovvvvvvveeeeeeeennnnn. 48
Figura 27. (A) Cromatograma em CLAE-DAD da sub-fracdo Raiz c-Cd-4FR6.
Deteccdao em 520,6 e 329,9 nm. (B e C) Espectros de absor¢ao das substancias
em tr 28,2 e 30,2 minutos, respectivamente.............ccccoviiiiiiiiiiiiiieii e 49
Figura 28. Cromatograma obtido por CLAE-DAD da sub-fragdo Raiz c-Cd-4FRS.
Deteccdo em 520 € 329,90 NM....coviiriiiiiie e 50
Figura 29. Espectros de absorgao das substancias | e 111, respectivamente............ 50
Figura 30. (A) Cromatograma obtido por CLAE-DAD da sub-fragéo Raiz ¢c-Cd-4FR10.
Detecgdo em 520,6 e 310,9 nm. (B e C) Espectros de absor¢cado das substancias
em tr 29,8 e 27,6 minutos, respectivamente.............cccccoiiiiiiiiiiii 51
Figura 31. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragdo Raiz (2) c-Cd. Deteccgao

BN D20 MM e e e 52



Figura 32. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragado Raiz (2) s-Cd. Detecgao

Figura 33. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD. Detecgago em 520 nm. (A)
Fracdo Raiz (2) s-Cd. (B) Fragao Raiz (2) s-Cd + solugao de CdCl,. (C) Fragao

RAIZ (2) C-Cl.vrvereveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s e eees e eeeeeee e se e eees s eseeeeeeseeeeeeeee s e ee e 54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. ions pseudomoleculares atribuidos as substancias I-11l (Raiz s-Cd-



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Abs Absorbancia

BAW n-butanol : acido acético : agua

C18 Octadecilsilano

CC Cromatografia em Coluna

CCD Cromatografia em Camada Delgada

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CLAE-DAD Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector

de Arranjo de Diodos
CLAE-DAD-EM Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector

de Arranjo de Diodos e a Espectrometria de Massas

DAD Detector de Arranjo de Diodos
EM Espectrometria de Massas
EtOH Etanol

MeOH Metanol

RMN Ressonancia Magnética Nuclear
TFA Acido trifluoracético

tr Tempo de retengao

uv Ultravioleta

Vis Visivel

A Comprimento de onda

Amax Comprimento de onda de maxima absorgcao



13

1. INTRODUCAO

1.1. Eichhornia crassipes

A espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (Pontederiaceae) € uma
macréfita aquatica nativa do Brasil que possui grandes raizes (Figura 1). E
conhecida popularmente como aguapé-de-flor-roxa ou jacinto d’agua e possui como
habitat natural lagos, rios e pantanos. Possui folhas emersas, em rosetas com
peciolos inflados quando flutuante ou peciolos delgados quando enraizada
(AMARAL et al., 2008). Varia de tamanho de acordo com seu habitat apresentando

de 15 a 80 cm de altura (POTT; POTT, 2000).

Figura 1. Eichhornia crassipes (aguapé).

Devido a beleza de suas flores essa planta € considerada ornamental e foi
introduzida em todos os continentes. Em alguns paises € uma invasora aquatica
devido ao seu rapido crescimento: duplica sua biomassa a cada duas semanas
(POTT; POTT, 2000).

O aguapé ocorre naturalmente na forma de esteiras densas que obstruem a

passagem de luz, afetando plantas submersas e diminuindo a quantidade de
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oxigénio dissolvido. Também pode causar a obstrugdo de corpos hidricos,
prejudicando a fauna e flora. Essas plantas podem interferir na pesca, pois
provocam diminuicdo da populagcao de peixes e dificultam o acesso ao local.
Também causam problemas em hidrelétricas, danificando turbinas e outros
equipamentos (MALIK, 2007).

Devido aos problemas ambientais que o aguapé pode causar, analisaram-se
varios métodos para controlar sua disseminagdo, como por exemplo: remocao
manual, aplicagéo de herbicidas e liberacdo de agentes de controle bioldgico. Cada
uma dessas técnicas tem suas limitagcdes e a escolha da técnica mais adequada
depende, muitas vezes, de um local especifico (MALIK, 2007).

Apesar da espécie E. crassipes ser considerada uma planta daninha, existem
pesquisas que visam sua aplicagcdo em diversas areas. Devido ao seu conteudo
relativamente alto de hemicelulose e de proteina, ela pode ser utilizada como
biomassa na producdo de etanol. Existem estudos sobre a possibilidade dessa
planta ser convertida em biogas. Além disso, analisa-se o potencial antioxidante do
aguapé bem como o uso de seu caule para fabricagdo de cordas, cestos e papel
(MALIK, 2007).

O aguapé tem capacidade de crescer em ambientes poluidos e de absorver e
tolerar grandes quantidades de ions metéalicos. Por esse motivo é utilizado na
fitorremediagcdo de ambientes aquaticos contaminados com nutrientes inorganicos,
poluentes orgéanicos e metais (MALIK, 2007). A fitorremediagdo € o uso associado
de sistemas vegetais e de microorganismos na descontaminagdo de ambientes
poluidos.

Muitos estudos foram realizados para avaliar a capacidade de absorcédo de

diferentes metais pelo aguapé. Zhu e colaboradores (1999) estudaram a habilidade
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dessa planta em absorver e translocar seis elementos tragos: As, Cd, Cr, Cu, Ni e
Se. De acordo com os resultados, o cadmio € um dos metais que apresenta maior
absorgao, tendo maior acumulo nas raizes do que nas partes aéreas.

O levantamento bibliografico sobre as substancias isoladas de E. crassipes
revela a presenga de esterdides (GOSWAMI et al., 1983; GRECA; MONACO;
PREVITERA, 1991), poliaminas (HAMANA et al.,, 1994) e compostos aromaticos
derivados do fenaleno e naftaleno (HOLSCHER; SCHNEIDER, 2005;
DELLAGRECA; PREVITERA; ZARRELLI, 2008, 2009; WANG, CAI; LUO, 2011) nas
raizes e partes aéreas. Toki e colaboradores (1994, 2004) realizaram estudos
fitoquimicos de flores dessa planta e isolaram duas antocianinas esterificadas com

acido mal6nico (Figura 2).

Figura 2. Antocianinas isoladas de flores de E. crassipes.

1.2. Antocianinas
Antocianinas (anthos em grego significa flor, e kyanos significa azul) s&o um

grupo de pigmentos vegetais amplamente distribuidos na natureza, entre raizes,
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flores e frutas (ARAPITSAS; SJOBERG; TURNER, 2008; MARCO; POPPI;
SCARMINIO, 2008) e sao responsaveis pelas suas cores vivas, que variam do
vermelho a violeta e do azul ao preto (YOSHIDA; MORI; KONDO, 2009). Elas
pertencem a classe dos flavondides, apresentando como estrutura fundamental o
cation flavilico (2-fenilbenzopirilium) (Figura 3). Possuem intensa absorgéo na faixa
de 520 a 560 nm (regido da luz visivel), atribuida ao pirano e ao anel B, e na faixa de

250 a 270 nm (regido da luz UV) atribuida ao anel A (LOPES et al., 2007).

Figura 3. Estrutura geral de antocianinas. R pode ser H ou OH, e R' e R? podem ser

H ou acucares.

As antocianinas possuem moléculas de agucares ligadas aos seus grupos
hidroxilicos, diferenciando-se das antocianidinas (aglicona) que nao possuem
glicosilacdo. Esses agucares conferem maior estabilidade e solubilidade a molécula
e podem estar ligados a 4&cidos alifaticos ou aromaticos (MARCO; POPPI;
SCARMINIO, 2008). Como exemplo de acidos fendlicos presentes pode-se citar:
acido p-cumarico, caféico, ferulico, p-hidroxibenzéico e galico. Os acido alifaticos
mais comuns sdo: acido malbnico, acético, malico, succinico, oxalico e tartarico

(ANDERSEN; JORDHEIM. 2006). Diferenciam as antocianinas entre si pelo nimero
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de hidroxilas; pelo tipo, quantidade e posicdo dos agucares e pelos acidos presentes
na molécula (KONG et al., 2003; MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

A maioria das antocianinas descoberta nos ultimos anos é baseada em seis
antocianidinas: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina (Figura 4). Essas substéncias podem conter duas, trés ou apenas uma
unidade monossacaridica, sendo que as mais frequentemente encontradas na
molécula sado: glicose, galactose, ramnose, arabinose, xilose e acido glicurdnico

(ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).

R! R®>  Antocianidina

H H Pelargonidina
OH H Cianidina
OCHs H Peonidina

OH OH Delfinidina

OCH; OH Petunidina

OCHs; OCH; Malvidina

Figura 4. Estrutura das antocianidinas mais comuns.

A estabilidade de antocianinas é influenciada por diversos fatores como: pH,
luz, oxigénio, presenca de metais e copigmentacao (LOPES et al., 2007). Na Figura
5 observa-se as mudancgas estruturais das antocianinas em funcdo da alteragao do
pH do meio (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). Em solugdes extremamente
acidas (pH 1-2), apresentam predominio do cation flavilico de coloragao

avermelhada. Com elevacado do pH, ocorre ionizagdo dessas moléculas formando
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estruturas de anidrobases que exibem coloragao azul. Em meio alcalino, observa-se
o equilibrio entre formas ionizadas de chalconas cis e trans, apresentando coloragéo
amarelada. Entretanto, em valores de pH préximos a 6, a solugédo torna-se incolor
devido ao predominio da estrutura pseudobase carbinol. Quando o pH esta acima de
6, ocorre a formagao da espécie cis-chalcona devido a ruptura do anel heterociclico

e dependendo do tipo de antocianina essa reagao pode ser irreversivel.

Cation Flavilico Anidrobase Quinoidal lonizacdo das Anidrobase
" e |
0 [+ 10 R ’r,qrw R wH ow q
OH o o
CH OHp
HO le 0 HO - o) N 0 : R
OH- @ oM i
7 7 0-agicar W 70 Aglcar = ¥TR 0 Agucar
OH o
Pseudohase Carhinal C 5-Chalcona Anidrobase Quineidal lonizada

R
HO O-Agicar o, ©
QL F
s R
OH 0 o

Trans-Chalcona Trans-Chalcona lonizada Cis-Chalcona

Figura 5. Possiveis transformagdes estruturais das antocianinas em meio aquoso em

fungdo do pH (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).
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A estabilidade de antocianinas € menor em temperaturas acima de 25 °C. A
presenca de oxigénio pode levar a oxidagao dessas substancias mesmo na
auséncia de luz, por mecanismos de oxidagao direta e indireta. A presenca de
metais aumenta a estabilidade dos pigmentos antocianicos quando expostos a calor,
mudanc¢a de pH e oxigénio. Isso é devido a formacgédo de produtos insoluveis com
cations de ferro e, principalmente, de aluminio (LOPES et al., 2007).

A copigmentagcdo é uma associagdo molecular entre pigmentos e outras
moléculas (geralmente incolores) em solugdo. Pode ocorrer entre antocianinas
(intramolecular) e entre antocianinas e outros compostos (intermolecular) como
aminoacidos, acidos organicos, flavonoides, derivados de flavonol, subgrupos de
flavona, alcaldides e metais (BOULTON, 2001; LOPES et al., 2007). E responsavel
pelo aumento na intensidade da coloracao (efeito hipercrémico) e por um
deslocamento no comprimento maximo de absorgao para um comprimento de onda
menor (efeito batocrémico). Além disso, a copigmentacdo devido a presenca de
flavondides ndo antocianicos protege as antocianinas contra a degradagao (LOPES
et al., 2007). Isso também ocorre na presencga de acidos fendlicos (MARCO; POPPI;
SCARMINIO, 2008).

A complexacgéo entre antocianinas e metais ocorre devido a formagéao de um
arranjo orto-dihidroxil no anel B, de modo que cianidina, delfinidina e petunidina
podem formar esses complexos e pelargonidina, peonidina e malvidina ndo podem
formar, pois ndo possuem hidroxilas no anel B (Figura 4) (BOULTON, 2001).

Metaloantocianina € um pigmento supramolecular formado por um complexo
que contém quantidades estequiométricas de antocianinas, flavonas e ions
metalicos, em propor¢des fixas de 6:6:2, respectivamente. Como exemplo desse

composto pode-se citar a comelinina, um pigmento azul isolado de pétalas de
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Commelina communis. Existem estudos que associam a cor azul desenvolvida nas
flores com a presenga de metaloantocianinas (YOSHIDA; MORI; KONDO, 2009).

As antocianinas sdo encontradas em tecidos vegetais, dissolvidas no fluido
das células cujo pH é levemente acido (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). Elas
desempenham muitas atividades nas plantas. Devido a sua coloracao viva, atraem
agentes polinizadores e dispersores de sementes, como insetos e passaros, sendo
importantes para a reprodugédo. Sado agentes antioxidantes, atuam na protecao a luz,
nos mecanismos de defesa e fungéo biolégica (LOPES et al., 2007).

As antocianinas podem ser utilizadas na area da saude, devido a sua
atividade antioxidante. Sao utilizadas também como indicadores de pH e aplicadas
na industria, para fabricagdo de vinhos e como corantes alimenticios. Entretanto, o
seu uso é limitado, pois o poder corante dessas substancias é reduzido quando
comparado aos produtos sintéticos por apresentarem baixa estabilidade. Além disso,
as dificuldades existentes nos processos de extragdo, purificacdo, separagcédo e
identificacdo limitam o uso dessas substancias (MARCO; POPPI; SCARMINIO,
2008).

Devido a atividade antioxidante apresentada pelas antocianinas, existem
estudos sobre o uso dessas substancias para prevenir varias doengas que sao
associadas ao estresse oxidativo. O consumo regular de antocianinas e outros
polifendis em frutas, verduras, vinhos, compotas e conservas esta associado a
provavel reducdo dos riscos de doencgas cronicas, como por exemplo doencas

cardiovasculares e doenga de Alzheimer (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).
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1.3. Analise de antocianinas em plantas

Os pigmentos antocianicos sao soluveis em solventes polares e séao
normalmente extraidos a frio utilizando-se metanol acidificado com pequenas
quantidades de acido cloridrico, acido formico ou acido trifluoroacético (KONG et al.,
2003; ANDERSEN; JORDHEIM, 2006). Com a utilizagdo dos acidos ocorre
diminuicdo do pH da solugdo, que € necessaria para previnir a degradagao de
pigmentos antocianicos nao acilados. Entretanto a degradacdo desses compostos
acaba sendo inevitavel devido a concentracdo desses acidos durante a evaporacao
do solvente. Pequenas quantidades de acidos também podem causar hidrélise
parcial ou total dos grupos acilicos de antocianinas aciladas (KONG et al., 2003).

A presenca de antocianinas em extratos vegetais pode ser confirmada por
meio de cromatografia em papel e pela utilizagdo da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando coluna de fase reversa (C-18), observando-se
principalmente na regido de absorgcao em 520 nm, regido esta caracteristica desse
tipo de substancias (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Para purificagdo dos extratos brutos de antocianinas, um dos métodos mais
utilizado é a extragdo em fase sodlida utilizando cartuchos de C-18 e Sephadex. O
processo envolve a aplicacdo do extrato no cartucho, seguido da eluicdo dos
componentes em solventes adequados. As antocianinas tém maior interagcdo com a
fase estacionaria devido as suas hidroxilas nao-substituidas; assim as impurezas
como 0s agucares e 0s acidos organicos serao eluidos primeiramente com a agua.
Em seguida, metanol é utilizado para remover as antocianinas da fase estacionaria
por ter maior interacdo com essas substancias (MARCO; POPPI; SCARMINIO,

2008).
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A técnica mais utilizada para separar as antocianinas presentes em extratos
vegetais € a CLAE com fase reversa que possibilita a separacao, identificacéo e
quantificacdo dos pigmentos antocianicos (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).
Entretanto a pouca solubilidade dessas substancias nos solventes mais utilizados na
cromatografia pode ocasionar uma precipitagdo no comego da coluna, provocando
ma resolucdo, diminuicdo da vazdo da fase moével, ou até mesmo bloqueio da
coluna. Além disso, essas substancias assim como outros flavondides tornam-se
menos soluveis como produtos de sua purificagdo, o que dificulta as etapas
seguintes na analise desses compostos. Na separagdo de antocianinas e fragdes
ricas em antocianinas € aconselhavel evitar o uso de acido férmico para impedir a
formacdo de éster e evitar também acetonitrila que € um solvente de dificil
evaporacao (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).

Como existem varias formas estruturais de antocianinas em solugdao em
funcdo do pH e da temperatura (Figura 5), as analises em CLAE devem ser
realizadas controlando o pH da fase mével e a temperatura da coluna. O equilibrio
das antocianinas deve ser deslocado em diregcao ao cation flavilio para obter bandas
cromatograficas com melhor resolugdo. Os cations flavilicos sao coloridos e
possuem absor¢cdo em 520 nm (regido visivel), sendo possivel detecta-los
seletivamente, evitando a interferéncia de outros fendlicos e flavondides
(ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).

As antocianinas apresentam estruturas complexas e ocorrem em misturas
dificultando o processo de isolamento. Melhorias continuas nos métodos de analise
e instrumentagdo, como, por exemplo, CLAE, Espectrometria de Massas (EM) e

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), facilitaram os processos de separacao e
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elucidagao estrutural de pigmentos antocianicos, sendo possivel utilizar pequenas
quantidades de material e obter 6tima precisdo (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).

O cromatoégrafo liquido acoplado a detector DAD (Detecgdo de Arranjo de
Diodos) é utilizado para a detecgao de flavondides em misturas, sendo empregado
em analises quantitativas, e tem importante aplicagao no estudo de antocianinas.
Este tipo de detector permite a gravagdo simultdnea de cromatogramas em
comprimentos de onda diferentes (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).

Os dados espectrais de UV-Vis dao informagdes importantes sobre a
natureza das agliconas e grupos acilicos. Antocianinas com unidades de agucar no
anel B ligadas nas posi¢des 3'-, 4'- ou 5'- tém seu comprimento de onda de maxima
absorcao (Amax) na regido do visivel com valores menores (4-14 nm) do que 0 Amax
dos 3-glicosideos. A presencga de acilagdo com acido cinamico pode ser deduzida
pelo aparecimento de um pico ou ombro na regidao de 310-330 nm, enquanto que
esse pico nao € observado no caso de acilagdo com acido benzadico, que tém a sua
maxima absor¢ao entre 270-290 nm (ANDERSEN, JORDHEIM, 2006). Os espectros
de antocianinas aciladas com acido p-cumarico apresentam duas bandas no
ultravioleta em 289 e 310 nm devido a sobreposido da absorcdo do acido cinamico
sobre a absorgao da antocianina (HARBONE, 1957).

Com a utilizacédo da EM é possivel conhecer a formula molecular exata de
uma antocianina sem a necessidade de grandes quantidades de amostra. Essa
técnica consiste na geracao de ions pela fragmentagcédo das moléculas de interesse,
e a detecgdo dos fragmentos é feita de acordo com a sua massa. Para a analise de
antocianinas, geralmente emprega-se spray de elétrons (Electrospray lonization,

ESI), em que as amostras devem ser introduzidas na forma de solugao. Isso permite
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0 acoplamento com muitas técnicas de separacdo, como por exemplo, a CLAE.
Fontes de bombardeamento rapido de atomos (Fast Atom Bombardment, FAB)
também podem ser utilizadas para gerar os fragmentos moleculares (MARCO;
POPPI; SCARMINIO, 2008).

A espectroscopia de RMN pode disponibilizar informacdes para a
determinacao da estrutura de um composto organico, mas sua utilizagao é limitada
para misturas (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). Para andlise de antocianinas
os solventes mais utilizados sdo hexadeuterodimetilsulfoxido (DMSO-ds) ou
tetradeuterometanol (CD3;OD) adicionados ao acido deuterotrifluoroacético
(CF3COQOD) em varias proporgdes (2 a 20%) para assegurar a conversao para o
cation flavilico. Os espectros obtidos para antocianinas apresentam uma baixa
resolucdo devido a carga dessas substancias, limitando o uso de RMN para
identificacdo de pigmentos antocianicos (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).

A combinacao de técnicas como CLAE, RMN e EM pode trazer informacdes
suficientes para a completa elucidagao estrutural de uma antocianina. (MARCO;

POPPI; SCARMINIO, 2008).
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2. OBJETIVOS

Considerando a capacidade de absor¢cdo e acumulo de cadmio pelas raizes
do aguapé e a possibilidade de complexagado de antocianinas e metais, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a produg¢ao de antocianinas por E. crassipes em funcéo da
concentragéo de Cd(ll) em solugdo nutritiva, utilizando técnicas cromatograficas, o

isolamento e a identificacdo dessas substancias.
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3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equipamentos utilizados foram:

e Evaporador rotatério Buchi (R-114), equipado com bomba de vacuo (B-169) e

banho ultratermostatico Quimis Q214M;

e Balanca analitica Denver Instrument APX-200;

e Banho ultrassénico Unique USC750;

e Cromatografos Liquidos de Alta Eficiéncia para uso em escala analitica:

Equipamento 1 — CLAE-UV: Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
Shimadzu (controlador SPD-10 Avp, bomba LC-10 AD, detector SPD-
10AV), equipado com coluna Varian C18 (5 ym, 250 x 4.6 mm);
Equipamento 2 — CLAE-DAD: Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
Varian (bomba Projetar, amostrador automatico, modelo 410, detector
de arranjo de diodo modelo Prostar), equipado com coluna Gemini C18
(5 ym, 250 x 4, 60 mm);

Equipamento 3 — CLAE-DAD-EM: Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficiéncia Shimadzu CBM-20 com detector de arranjo de diodo
(Shimadzu SPD-M20A), bombas de alta presséao (Shimadzu LC-20AD)
desgaseificador (Shimadzu DGU-20A-5) e bomba de infusdo Cole
Parmer, equipado com coluna Varian C18 (5 ym, 250 x 4.6 mm),
acoplado ao Espectrédmetro de Massas de Alta Resolugédo ultrOToF
(Bruker Daltonic), com ionizacdo por spray de elétrons (ESI),

analisador tipo QgqToF (analisados do tipo quadruplo, tempo de v6o em
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sequéncia), fluxo de 300 pL h”' e modo de ionizagdo positivo. Como
gas nebulizador foi utilizado nitrogénio, 4 bar e fluxo de 8 L min™;
e Equipamento 4 — CLAE-DAD: Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia

Jasco (controlador LC-Net II/ADC, bomba PU-2086 Plus, detector MD-
2018 Plus), equipado com coluna Gemini C18 (5 um, 250 x 4, 60 mm);

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia para uso em escala semipreparativa:

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu (controlador SCL-

10, bomba LC-6 AD, detector SPD-10 Avp), equipado com coluna
Zorbax C-18 (5 ym, 19,4 x 250mm);

Cartuchos SPE C-18 (Strata, 500 mg/3 mL);

Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC): Fase estacionaria:

silica gel 60 G; fase mével: n-BuOH:HOACc:H,O 4:1:5 (BAW). As revelagdes

foram efetuadas com radiagdes UV em 254 nm e 365 nm e/ou em cubas com

vapores de iodo;

Cromatografia em Coluna (CC): C18 230-400 mesh (Merck) e Sephadex LH-

20, particulas 25-100 pm (Sigma).

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear: Varian INOVA-500 (11,7

T), operando a 500 MHz para o nucleo de hidrogénio;

Solventes utilizados foram MeOH marca J. J. Baker grau de pureza HLPC;

HCI marca Qhemis; acido trifluoracético (TFA) marca Tedia grau de pureza

HPLC; a agua foi deionizada em aparelho Milli-Q. Solventes deuterados:

CDCl; da Sigma-Aldrick™ com pureza= 99,8% para D e CFsCOOD da

Sigma-Aldrick™.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Preparacéo dos extratos de E. crassipes
A espécie E. crassipes foi coletada no Clube Nautico de Araraquara em
novembro de 2008. O material vegetal foi lavado em agua corrente e mantido em

caixas d’agua no Instituto de Quimica de Araraquara — Unesp (Figura 6).

Figura 6. Cultivo da espécie E. crassipes no Instituto de Quimica de Araraquara.

Seis espécimes foram mantidos em cilindros contendo solugdo nutritiva
(NaNO2, 1,7 mM; CaCl,, 170 uM; KH,PO4, 180 pM; MgSQO4, 200 uM; KCI, 340 uM;
FeSO4, 5 uM; MnSOy4, 10 uM). Em trés desses cilindros foram adicionados 100 yM
de CdCl,. Apdés um periodo de 46 horas, as plantas foram retiradas da solucéo e a
parte aérea foi separada das raizes. Nitrogénio liquido foi utilizado para secagem
das raizes, que depois foram submetidas ao processo de maceragcdo com MeOH
acidificado com 0,1% de HCI (pH 2-3) durante 24 horas. Em seguida, realizou-se

filtracao sob pressao reduzida, obtendo-se a solugao extrativa.
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As solugdes foram concentradas a uma temperatura de 30 °C em evaporador
rotativo acoplado a bomba de vacuo e em banho termostatizado. Foram realizadas 7
extracdes sucessivas do material vegetal, obtendo-se no final 6,177 g de extrato
bruto do experimento sem cadmio (Raiz s-Cd) e 8,1851 g do experimento com

cadmio (Raiz c-Cd).

4.2. Analise por CLAE dos extratos Raiz s-Cd e Raiz c-Cd

Aliquotas de aproximadamente 15 mg dos extratos Raiz s-Cd e Raiz c-Cd
foram submetidas a clean up utilizando cartuchos C18 ativados em MeOH com 0,1%
HCI (pH 2-3) e depois em H,O com 0,1% de HCI (pH 2-3). Apds ser aplicada no
cartucho, a amostra foi eluida em H,O com 0,1% de HCI (pH 2-3), obtendo-se uma
fragdo rica em agucares e acidos organicos fendlicos e, em seguida, eluida em
MeOH com 0,1% HCI (pH 2-3) obtendo-se a fragao rica em antocianinas.

As fragdes enriquecidas de antocianinas obtidas dos extratos Raiz s-Cd e
Raiz c-Cd foram analisadas por CLAE-UV (Equipamento 1) utilizando vazao de 1,0
mL/ min e observando-se a 254, 310, 520 e 546 nm. Empregou-se método gradiente
(0,01-10 min: 100% A; 10-25 min: 100 — 0% A; 25-35 min: 0% A; 35-40 min: 0 —
100% A; 40-45 min: 100% A), utilizando solvente A: MeOH:H,O 1:1 com 0,1% HCI
(pH 2-3) e solvente B: MeOH com 0,1% HCI (pH 2-3) como fase movel e coluna de
fase reversa C18 como fase estacionaria. As amostras analisadas foram
previamente filtradas em filtros de membrana de 0,45 mm e o volume de injeg&o foi

de 10 pL.
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4.3. Fracionamento do extrato Raiz s-Cd

O extrato bruto obtido do experimento sem Cd(ll) foi submetido a
cromatografia em coluna (CC) para separagao das antocianinas. Uma aliquota do
extrato (0,9892 g) foi parcialmente solubilizada em H,O:MeOH 4:1 com 0,1% HCI
(pH 2-3) e submetida a CC de fase reversa C18 (17,0 x 2,8 cm) utilizando gradiente
de H,O com 0,1% HCI (pH 2-3) e MeOH com 0,1% HCI (pH 2-3) como fase modvel.
Foram obtidas 5 fragdes que foram concentradas em rotaevaporador (Esquema 1).

A fracdo Raiz s-Cd-4FR, por apresentar cor roxa caracteristica de
antocianinas, foi analisada em CLAE-UV nas mesmas condi¢gdes apresentadas
anteriormente no item 4.2. Esta mesma fragao foi submetida a separacédo em CLAE
em escala semipreparativa (MeOH:H,O 3:2 com 0,1% TFA, pH 2-3), obtendo-se 7
fragdes (Esquema 1).

As sub-fracbes de interesse Raiz s-Cd-4FR4 e Raiz s-Cd-4FR6 foram
solubilizadas em MeOH com 0,1% TFA pH 3, filtradas em filtros de membrana de
0,45 mm e analisadas em CLAE-UV (Equipamento 1: MeOH:H,O 55:45 com 0,1%
TFA pH 2-3; vazdo de 1,0 mL/ min), em CLAE-DAD (Equipamento 2: método
gradiente 0-40 min: 5 — 100% B, 40-50 min: 100% B; 51-60 min: 100 — 5% B;
solvente A: H,O com 0,1% TFA pH 2-3 e solvente B: MeOH com 0,1% TFA pH 2-3;
vazédo de 1 mL/min) e em CLAE-DAD-EM (Equipamento 3: método gradiente 0-40
min: 5 a 100% B; 40-50 min: 100% B; 50-55 min: 100 a 5% B; solvente A: H,O com
0,1% TFA pH 2-3 e solvente B: MeOH com 0,1% TFA pH 2-3; vazdo de 1 mL/min).

As analises em CLAE-UV, CLAE-DAD e CLAE em escala semipreparativa

ocorreram no Instituto de Quimica de Araraquara — Unesp e em CLAE-DAD-EM
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ocorreram na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP

(FCFRP-USP).

Esquema1. Fracionamento do extrato obtido do experimento Raiz s-Cd.

T 5-d
(05592 g)

Ha(rhiOH &1 + 0,1% HCI
r 1

| skl Solival
(295 3 mg] {8939 g

CCC1g (gradients HyD « 0,1% HTI pH 2.3 & MalH
+0,1% HCI pH 2-3)
|' '

— 1FR 2FR 3FR 4FR SFR
951 HyOrkaOH T8 HaO MeOH 11 HyCt e 100% MeOH 31 MaOH seProH
(4353 mg) (654 mg) {7.0ma) 55,1 mg} (T4.9mag)

l MelHH 0405 » 0,1% TFA

Soluvel Insodtvel
(426 mg) {125 myg)

| =
| CLAE sami-preparativo

| I | I | |
AFR1 AFR2 AFR3 4FR4 AFRS AFRB 4FRT
{54 mg) {3.0mg) [3,5mg) {210 mag) (2,1 mg) {3.0mg) (9.0 mg)

CLAE-UV. CLAE.OAD e CLAE.DADLEM

4.4. Fracionamento do extrato Raiz c-Cd

O extrato bruto obtido do experimento com Cd(ll) foi submetido a
cromatografia em coluna (CC) para separagao das antocianinas. Uma aliquota do
extrato (0,9939 g) foi parcialmente solubilizada em 4:1 H,O:MeOH com 0,1% HCI
(pH 2-3) e submetida a CC de fase reversa C18 (16,4 x 2,8 cm) utilizando gradiente
de H,O com 0,1% HCI (pH 2-3) e MeOH com 0,1% HCI (pH 2-3) como fase movel.

Foram obtidas 6 fragdes que foram concentradas em rotaevaporador (Esquema 2).
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A fragdo Raiz c¢-Cd-4FR, por apresentar cor roxa caracteristica de
antocianinas, foi analisada em CLAE-UV nas mesmas condigdes apresentadas
anteriormente no item 4.2. A fragcdo Raiz c-Cd-4FR foi submetida a CC utilizando
com fase estacionaria Sephadex LH-20 (29 x 1,5 cm) utilizando MeOH com 0,1%
TFA (pH 2-3) como fase movel, obtendo-se 25 sub-fragdes de aproximadamente 5
mL. Essas sub-fragbes foram analisadas em CCDC (silica gel) em
nBuOH:HOACc:H,O (BAW) 4:1:5 e reveladas por irradiagdo de luz UV e vapores de
iodo. As sub-fragdes de interesse Raiz c-Cd-4FR6, Raiz c-Cd-4FR8 e Raiz c-Cd-
4FR10 foram analisadas em CLAE-UV e em CLAE-DAD nas mesmas condi¢cbes

descritas no item 4.3.

Esquema 2. Fracionamento do extrato obtido do experimento Raiz c-Cd.
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HirhieOH 41 » 0% HCI
|
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| [ |
1FR IFR AFR AR SFH GFH
851 HaOrvieOHY 1 T3 HOeOH | 111 HOrMeOH 100% heOH 100 MeOH 3.2 MeOH IsoFToH
[4&T.B mg) [46.Amg) (8.2 mg) (923 mg) (T2 mg) [65.1 mg)

BEH + 0.1% TFA

Soldved Insahived
(414 ) (568 mg)

[ T Sephadex (MeOH + 0,1% TFA pH 2.3)

dFRD dFR25
AFRG 4FR & AFR 10
(2.8 ma) {3, 1mal {t.amal

CLAEUV e CLAE.DAD
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4.5. Estudo sobre degradacao de antocianinas

Os extratos Raiz s-Cd e Raiz c-Cd foram armazenados em geladeira por
aproximadamente um ano. Para verificar se ocorreu degradagao de antocianinas nos
extratos brutos, realizou-se novamente o processo de clean up utilizando cartuchos
C18. Foram utilizadas aliquotas de aproximadamente 25 mg de cada extrato e
seguiu-se procedimento descrito no item 4.2. As fragdes enriquecidas em
antocianinas Raiz (2) s-Cd e Raiz (2) c-Cd foram analisadas em CLAE-UV

(Equipamento 1) nas mesmas condigdes descritas no item 4.2.

4.6. Estudo sobre provavel complexacdo de antocianinas e ions Cd(ll)
Considerando a proporgao 6:6:2 de antocianinas:flavonas:ions metalicos em
metaloantocianinas (YOSHIDA; MORI; KONDO, 2009), adicionou-se 0,1 mg/mL de
solucao de CdCl, a fracao enriquecida de antocianinas Raiz (2) s-Cd obtida no item
4.5 e analisou essa fragcdo em CLAE-DAD (Equipamento 4) seguindo as condi¢des

do item 4.3.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Preparacao dos extratos de E. crassipes

A solucéo extrativa de MeOH com 0,1% HCI apresentou cor roxa quando em
contato com as raizes de E. crassipes, cultivadas em solu¢do nutritiva com e sem
ions Cd(ll). Essa coloragao indicou que antocianinas poderiam estar presentes, ja

que foi utilizada uma metodologia prépria para extracdo desses metabadlitos.

5.2. Analise por CLAE-UV dos extratos Raiz s-Cd e Raiz c-Cd

Apdés o processo de clean up realizado nos extratos Raiz s-Cd e Raiz c-Cd,
obtiveram-se duas fracbes para cada extrato. As primeiras contendo agucares e
acidos organicos fendlicos e as segundas, as antocianinas.

A presencga de antocianinas nas fragdes enriquecidas foi confirmada por meio
da analise em CLAE-UV, onde foram observados sinais em 520 nm, uma regiao
caracteristica de absorgdo dessa classe de substancias (Figuras 7 e 8). Nesse
comprimento de onda, observa-se a presenca de principalmente trés derivados de
antocianinas. O derivado com tg ~21 min parece ser comum aos dois experimentos,
enquanto que os derivados em tg 17,5 min e 6,1 min foram observados nos extratos
dos experimentos sem e com Cd(ll), respectivamente. Os diferentes tempos de
retencdo desses dois Uultimos derivados podem ser devido a antocianinas de
natureza diferente ou complexadas com o metal.

A analise desses cromatogramas sugere que ha alteragdo na producdo de
derivados de antocianinas por E. crassipes quando a espécie se desenvolve na

presencga de ions Cd(ll).
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Figura 7. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragdo enriquecida de antocianinas

do extrato Raiz s-Cd. Detecgao em 520 nm.
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Figura 8. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragédo enriquecida de antocianinas

do extrato Raiz c-Cd. Deteccdo em 520 nm.

5.3. Fracionamento do extrato Raiz s-Cd
A fragdo Raiz s-Cd-4FR, rica em antocianinas, foi analisada em CLAE-UV

(Equipamento 1) em 254, 310, 520 e 546 nm. E possivel observar no cromatograma
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duas substancias principais em tg ~17 min e tg ~21 min (Figura 9), confirmando a
reprodutibilidade da CC de fase reversa C18 para o isolamento das antocianinas, em
comparagao com o processo de clean up realizado em cartuchos C18 do extrato
Raiz s-Cd (Figura 7).

Com o objetivo de se isolar essas duas substancias principais, a fracdo Raiz
s-Cd-4FR foi submetida a CLAE semipreparativa, sendo coletadas as bandas
cromatograficas de interesse referentes as sub-fragdes Raiz s-Cd-4FR4 e Raiz s-Cd-
4FR6 (Figura 9). Essas sub-fragdes foram analisadas em CLAE-UV e CLAE-DAD

(condic¢des descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente).

Raiz s-Cd-4FRE

50

B0

&0

™8

Ralz s-Cd-4FR4

2030

10

: Somins

g0 25 50 7.5 100 125 150 175 200 225 250 TS 00 ITS5 350 AITS 400 425 450
Bdirutes

Figura 9. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragdo Raiz s-Cd-4FR, indicando as

sub-fracbes coletadas em CLAE semipreparativo. Deteccdo em 520 nm.

Comparando o cromatograma da sub-fragdo Raiz s-Cd-4FR4 (Figura 10) com
o da fragéo de partida (Figura 9) esperava-se obter somente a substancia com tr~ 9

min (A). No entanto observa-se que, além da substancia A, ha a presenca de B
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(obtida na sub-fragcdo Raiz s-Cd-4FR6) e de C. A substancia C, ndo observada antes

do fracionamento, pode ser produto de degradacgéo da substancia A ou de B.
Analisando o cromatograma obtido de CLAE-UV da sub-fracdo Raiz s-Cd-

4FR6 (Figura 10), é possivel afirmar que a amostra esta praticamente pura, pois

apresenta uma unica banca com intensa absor¢cdo em tg ~11 min.
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Figura 10. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV das sub-fragbes Raiz s-Cd-4FR4 e

Raiz s-Cd-4FR6. Deteccdo em 520 nm.

5.3.1. Andlises por CLAE-DAD de Raiz s-Cd-4FR4

O cromatograma obtido por CLAE-DAD de Raiz s-Cd-4FR4 (Figura 11) indica
uma mistura de substancias com a presenca de uma antocianina majoritaria (I: tr
27,1 min) e duas minoritarias (l1: tr 22,4 min e 111: 29,1 min).

Os espectros de absor¢do dessas substancias estdo presentes na Figura 12.
A substancia Il tem Anaxem 560,3 nm, | apresenta Apax em 520,71 nm e 1 tem Amax
em 543,56 nm, confirmando que essas substancias sao derivados antocianicos, pois

apresentam valores caracteristicos de absorcao na faixa de 520 a 560 nm, atribuido
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aos anéis B e C, e na faixa de 250 a 270 nm, atribuido ao anel A (LOPES et al.,

2007).

1
[ o |
f."‘_l
[

mﬁ-‘-._ i 5206 nm

I III

50 i || 21

o W = Ffi_ o Il.g-f - —

‘o .

i b2 30 Lo a0 Time(min)

Figura 11. Cromatograma obtido por CLAE-DAD da subfracédo Raiz s-Cd-4FR4.
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Figura 12. Espectros de absorcao das substancias I1, | e 111, respectivamente.

5.3.2. Anélises por CLAE-DAD-EM de Raiz s-Cd-4FR4

A amostra Raiz s-Cd-4FR4 foi obtida em pequena quantidade (2,0 mg) e se

apresentou com uma mistura de antocianinas. Isso indica que o processo de

separagao e isolamento utilizando CLAE semipreparativa nao foi eficaz. Devido a

esses fatores, a analise por CLAE-DAD-EM foi a opgédo encontrada para identificar

as antocianinas presentes na amostra.

O cromatograma obtido na analise CLAE-DAD-EM (Figura 13), realizado na

FCFRP-USP, apresentou perfil parecido com o cromatograma da analise CLAE-



39

DAD, realizado no 1Q-Unesp (Figura 11), indicando que nao houve degradacgao da

amostra.
|
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Figura 13. Cromatograma obtido por CLAE-DAD-EM de Raiz s-Cd-4FR4.

Por meio do cromatograma de ions totais da fracao Raiz s-Cd-4FR4 (Figura

14), pode-se atribuir a massa dos ions pseudomoleculares das substancias

observadas, como apresentado na Tabela 1.

Intens.
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\
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Figura 14. Cromatograma de ions totais de Raiz s-Cd-4FR4.
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Tabela 1. ions pseudomoleculares atribuidos as substancias I-111 (Raiz s-Cd-4FR4).

Antocianina  tg (mim)  m/z [M-CI]*

I 25,47 303,0587
I 20,69 473,0292

i 26,86 333,0656

A massa do ion pseudomolecular de I, m/z 303,0587, é equivalente a
antocianidina delfinidina (C1sH1107, 303,0504). Os principais fragmentos obtidos na
analise ES/EM/EM em m/z 275 e 247 (Figura 15) corroboram a estrutura proposta.

Uma sugestdo para as fragmentagcdes dessa molécula esta representada na Figura

Intens *=MSZ(3I03.1000), 30V, 25 Bmin 430 30:?.0343
200
200
100 247 B89
oET.0781
-
27,4246 ‘-'is'c"a?"
181.1010 | 535 o789 | 24al2810
| 201,0850 L
a | | 1 | L |.-[ L 1, gt L o I

Figura 15. Espectro de ES/EM/EM da substancia | (delfinidina).
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Equilibrio HO
=
Ceto-endlico

Delfinidina
m/z 303

Equilibrio HO
==

Ceto-endlico

m/z 275 miz 247

Figura 16. Proposta de fragmentacao da substéancia I (delfinidina).

Montoro e colaboradores (2006) descrevem que o cation flavilico € muito
estavel e ndo possui uma posicao de facil ruptura, apresentando um ion
pseudomolecular intenso devido a dissociagao do sal, além de pouca fragmentagéo,
independente do equipamento utilizado na analise. Essas informacbes estdo de
acordo com o observado para a antocianidina | (Figura 15).

O espectro de ES/EM/EM da substancia Il (Figura 17) apresentou ion
pseudo-molecular [M-CI]* m/z 333,0656. Comparando com a substancia |,
identificada como delfinidina (m/z 303,0587), nota-se uma diferenga de 30 unidades
de massas entre | e Ill. Esse valor sugere a substituicdo de um dos hidrogénios
aromaticos da antocianidina | por um grupo metoxilico (OCHs), resultando na

férmula molecular C16H1305 (333,0609).
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O espectro ES/EM/EM de m/z 333 (Figura 17) apresentou pico-base em m/z
318,0741. Essa diferenca de 15 unidades de massa sugere a perda um grupo
metilico (-CHs) e corrobora a presenga da metoxila na substancia Ill.

De acordo com levantamento bibliografico realizado em bases de dados,
como SciFinder, antocianidinas tém padrdes de oxigenag¢ao nas posi¢des 3, 4, 5, 6,
7, 8, 3, 4 e 5. Devido as varias possibilidades de antocianidinas metoxiladas de
férmula molecular Ci6H430s € aos poucos fragmentos obtidos no experimento

ES/EM/EM, nao foi possivel propor a estrutura da substancia IlI.

Intens. L 452(333.1000), 30eV, 26.8min #4096 218,074

200

200

100 290 0776

-

261.4068
1 [ 1 . I!I " al

150 175 2 o5 2RO TR cialel ATs miiE

Figura 17. Espectro de ES/EM/EM da substéancia Ill.

O espectro de absorcdo da substancia Il, observado em CLAE-DAD,
apresentou Amax em 560,1 nm (Figura 12). Esse valor sugere que Il tenha um padrao

de substituicdo diferente de | e Ill e de outras antocianinas descritas na literatura,
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uma vez que o intervalo de maxima absorgdo caracteristico dessa classe de
substancias é entre 520-560 nm (LOPES et al., 2007).
O espectro de massas da substancia Il, de ion pseudo-molecular [M-CI]" m/z

473,0292, obtido utilizando varias energias de colisao € apresentado na Figura 18.
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Figura 18. Fragmentograma da antocianidina Il.

5.3.3. Analises por CLAE-DAD de Raiz s-Cd-4FR6
A analise do cromatograma obtido por CLAE-DAD de Raiz s-Cd-4FR6 (Figura
19) revela que esta subfracdo esta em mistura, contendo uma antocianina

majoritaria (I11: tr 28,8 min) e duas minoritarias (I: tr 26,9 min e IV: tg 28,2 min),
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além de um derivado aromatico (tr 29,7 min). Os espectros de absor¢do dessas
substancias estao presentes na Figura 20. A antocianina | apresenta Amax em 521,73

nm, a IV tem Anax €m 546,98 nm e a Il tem Aqnax €m 543,11 nm.

520,86 nm

mAUT

75_ 329.9nm

504

254

D_‘_"IA\ -‘T_.A-
55 M
=40 T T T T : "
10 20 30 40 Time(min)

Figura 19. Cromatograma obtido por CLAE-DAD da subfragédo Raiz s-Cd-4FR6.

Deteccédo em 329,9 e 520,6 nm.
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Figura 20. Espectros de absorcao das substancias I, IV e I1l.

5.3.4. Analises por CLAE-DAD-EM de Raiz s-Cd-4FR6
A amostra s-Cd-4FR6 foi analisada em CLAE-DAD-EM na FCFRP-USP e o
cromatograma obtido (Figura 21) ndo apresentou o mesmo perfil que o

cromatograma da analise CLAE-DAD realizado anteriormente no 1Q-Unesp (Figura
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19). Observa-se um aumento na intensidade da banda cromatografica referente a

substancia I.

Figura 21. Cromatograma obtido por CLAE-DAD-EM de Raiz s-Cd-4FRG.

Por meio do cromatograma de ions totais da fracao Raiz s-Cd-4FR6 (Figura
22), pode-se atribuir a massa dos ions pseudomoleculares das antocianinas

observadas como mostrado na Tabela 2.

Intens
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Figura 22. Cromatograma de ions totais de Raiz s-Cd-4FR6.
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Tabela 2. ions pseudomoleculares atribuidos as antocianinas | e Il (Raiz s-Cd-

4FR6).
Antocianina tz (Mim) m/z [M-CI]*
| 2547 303,0599
Il 26,83 333,0656

Com base nos dados apresentados nas Tabela 1 e 2, pode-se firmar que as
substancias | e Ill estdo presentes nas amostras Raiz s-Cd-4FR4 e Raiz s-Cd-

4FR6. O espectro de massas dessas antocianidinas sdo presentes nas Figuras 23 e

24.

Intens,

#MAS A0 1000), 25a% 26 1min #2484

258.1584

& +MSZ(I03 A1000), Z5eM, 28 Omin #4819

zzo.0701 =°9.0655
26 | zas.0po3

Figura 23. Fragmentograma da antocianidina | presente em Raiz s-Cd-4FRG6.
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Figura 24. Fragmentograma da antocianidina Il presente em Raiz s-Cd-4FRG6.

5.4. Fracionamento do extrato Raiz c-Cd

Analisando o cromatograma CLAE-UV em 520 nm da fragcdo Raiz c-Cd-4FR
(Figura 25), observa-se a presenca de duas bandas cromatograficas referentes a
antocianinas em tg ~6 € ~21 min. No entanto, observa-se que outras substancias co-
eluem com as antocianinas, uma vez que absorvem em 310 nm e n&o absorvem em
520 nm (Figura 25). A presencga dessas impurezas dificulta o processo de isolamento

das antocianinas por CLAE semipreparativo utilizando fase reversa C18.

Cetecolo em 530 nm
Ditacs boam 310 nm

A LA

a8 256 606 TH 100 1256 1840 ATE 2006 2256 3O 2TH A0 26 AB0 ATE 400 425

Figura 25. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV da fragdo Raiz c-Cd-4FR em 520 e

310 nm.
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Com o objetivo de isolar as antocianinas, realizou-se CC utilizando Sephadex
LH-20 para melhorar a separacdo entre as substancias. Obteve-se 25 fragdes,
dentre as quais sete apresentavam cor de rosa a roxo, indicativo de antocianinas. As
sub-fragbes Raiz c-Cd-4FR6, Raiz c-Cd-4FR8 e Raiz c-Cd-4FR10 foram escolhidas
para anadlise em CLAE-UV porque, além de apresentarem essas coloragdes,
possuem maior quantidade em massa.

As sub-fragées Raiz c-Cd-4FR6 e Raiz c-Cd-4FR8 apresentam uma mistura
de antocianinas, pois possuem mais de uma banda cromatografica em 520 nm
(Figura 26). Ja a sub-fracdo Raiz c-Cd-4FR10 encontra-se praticamente pura, devido
a presenga de uma unica banda cromatografica (tr~ 11min) com absorgédo em 520

nm (Figura 26).

Ralz caCd=dFH 10

#| Raiz e-Cd-dFRE

Raiz c-d-dF RS

o 2 L] L] & 1 12 14 18 44 20 22 24 26 28 30 32 34 38
MMinutes

Figura 26. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV das sub-fra¢gdes Raiz c-Cd-4FRG6,

Raiz c-Cd-4FR8 e Raiz c-Cd-4FR10. Detecgédo em 520 nm.
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5.4.1. Andlises por CLAE-DAD de Raiz c-Cd-4FR6

Observando o cromatograma da sub-fracdo Raiz c-Cd-4FR6 (Figura 27) é
possivel afirmar que ela se encontra em mistura, devido a presenga da substancia |
com tr 28,2 min (Amax 521 nm) e de um derivado aromatico com tg 30,2 min (Amax 327

nm). A substancia | foi identificada como delfinidina no item 5.3.2.
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E 520 6 nm
mAU=S =] 3299 nm
100
I
504 o
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=50
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W A0 40 S0 60 10 m 200 300 400 500 60O 700 nm

Figura 27. (A) Cromatograma obtido por CLAE-DAD da sub-fragdo Raiz c-Cd-4FRG6.
Detecgdo em 520,6 e 329,9 nm. (B e C) Espectros de absorg¢ao das substancias em

tr 28,2 e 30,2 minutos, respectivamente.

5.4.2. Andlises por CLAE-DAD de Raiz c-Cd-4FR8
Com a analise em CLAE-DAD da sub-fragdo Raiz c-Cd-4FR8 (Figura 28) é

possivel afirmar que ela também se encontra em mistura. Observa-se a presenga da
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de um derivado aromatico com tg 30,2 min, da substancia | com tg 28,1 min,
identificada com definidina (item 5.3.2) e da substancia Il com tg 29,7 min,
identificada com antocianidina substituida por grupo metoxilico (item 5.3.2). Os
espectros de absorgdo dessas substancias estdo presentes na Figura 29. A

antocianina | apresenta Anax €m 521,0 nme a Il tem Apax em 547,0 nm

1§
mAU 3 -] 520,6.nm
50 3 11 329,9nm
S . —
-G51 ! T T T ) -
10 20 30 40  Time(min)

Figura 28. Cromatograma obtido por CLAE-DAD da sub-fracdo Raiz c-Cd-4FR8.

Deteccédo em 520 e 329,9 nm.
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Figura 29. Espectros de absor¢ao das substancias | e 111, respectivamente.
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5.4.3. Andlises por CLAE-DAD de Raiz c-Cd-4FR10

Analisando o cromatograma obtido por CLAE-DAD da sub-fracdo Raiz c-Cd-
4RF10 (Figura 30) é possivel afirmar que ela se encontra em mistura, devido a
presenga de um derivado aromatico com tgr 27,6 min (Amax 314 nm) e da substancia
Il com tg 29,8 min (Amax 544 nm), identificada com antocianidina substituida por

grupo metoxilico (item 5.3.2).
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Figura 30. (A) Cromatograma obtido por CLAE-DAD da sub-fracdo Raiz c-Cd-4FR10.
Detecgdo em 520,6 e 310,9 nm. (B e C) Espectros de absorgdo das substancias em

tr 29,8 e 27,6 minutos, respectivamente.
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5.5. Estudo sobre degradacéo de antocianinas

Analisando o cromatograma obtido por CLAE-UV da fragdo rica em
antocianinas Raiz (2) c-Cd (Figura 31) observa-se uma banda cromatografica
intensa no tr ~6 min. Comparando este cromatograma com o da Figura 8, obtido
aproximadamente 1 ano antes, observa-se que a banda cromatografica no tg ~6 min
se manteve intensa, mas a banda cromatografica tr ~20 min aparece com
intensidade muito menor. Essa diminuigdo sugere degradagao da substancia com tgr

~20 min.
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Figura 31. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragdo Raiz (2) c-Cd. Deteccao

em 520 nm.

O cromatograma da fragdo rica em antocianinas do extrato Raiz (2) s-Cd
(Figura 32) apresenta o mesmo perfil que o cromatograma da Figura 7, obtido
aproximadamente 1 ano antes, indicando que n&o houve degradacdo das

substancias presentes no extrato bruto.
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Figura 32. Cromatograma obtido por CLAE-UV da fragdo Raiz (2) s-Cd. Deteccao

em 520 nm.

5.6. Estudo sobre provavel complexacédo de antocianinas e ions Cd(ll)

As amostras Raiz (2) s-Cd e Raiz (2) s-Cd + solugao CdCI, foram analisadas
por CLAE-DAD e seus cromatogramas comparados com o de Raiz (2) ¢c-Cd para
avaliar sobre uma possivel complexagdo das antocininas com ions Cd(ll). Os
cromatogramas estao apresentados na Figura 33.

Nao foram observadas mudangas nos perfis cromatograficos das amostras
Raiz (2) s-Cd e Raiz (2) s-Cd + solugdo CdCl,, apenas uma diminuigdo na
intensidade dos sinais provavelmente devido a diluicdo da amostra ao adicionar a
solugao de metal. A mudanca no perfil cromatografico das fragées Raiz (2) c-Cd e
Raiz (2) s-Cd podem ser atribuida a presenga dos ions Cd(ll) na solugéo nutritiva do

cultivo das plantas.



54

Intensity [uv] A Intensity [uv] a Intensity [1V] -
10000 20000
—_— u#\m |
0 o
5000
00 100 200 300 400 300 €00 0.0 100 20.0 30.0 40.0 500 80.0 0.0 100 20,0 30.0 40.0 500 &0.0
Retantion Time [min] Retentian Time [min] Retention Time [min]

Figura 33. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD. Detec¢do em 520 nm. (A)
Fracédo Raiz (2) s-Cd. (B) Fracédo Raiz (2) s-Cd + solugéo de CdCl,. (C) Fracdo Raiz

(2) c-Cd.
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6. CONCLUSOES

Os extratos das raizes de E. crassipes, obtidos dos experimentos sem e com
Cd(Il), foram submetidos a processos de separagdo. No entanto, a purificacédo de
antocianinas e antocianidinas nao foi alcangada com as metodologias utilizadas,
pois estas substancias se apresentaram na forma de mistura com outras de natureza
aromatica.

Alguns fatores dificultaram a elucidagdo estrutural dos pigmentos
antocianicos, como a pequena quantidade de material obtido, fracbées néo
purificadas, baixa estabilidade das antocianinas e a falta de padroes. Além disso, a
baixa solubilidade da amostra, restrita a metanol acidificado, por causa da técnica,
ndo permitiu a obtencdo de espectros de RMN de 'H com boa resolugdo. Isso
impediu a utilizacdo dessa técnica para auxiliar na identificacao das substancias de
interesse.

Entretanto, foi possivel diferenciar quatro antocianinas por meio de seus
espectros de absorgdo e tempos de retencédo a partir das analises cromatograficas
por CLAE-DAD. Com as analises por CLAE-DAD-EM foi possivel propor a estrutura
de duas antocianidinas. A substancia | foi identificada com delfinidina e 111 como
antocianidina substituida por um grupo metoxilico, de férmula molecular C1gH130s
(333,0609).

O levantamento bibliografico realizado na literatura sugere que este Trabalho
de Conclusao de Curso € o primeiro em descrever a presenga de antocianidinas e
antocianinas nas raizes do aguape.

Os resultados apresentados também sugerem que a produgdo de

antocianinas possa ser influenciada pela presenca de ions Cd(ll). No entanto mais



56

experimentos devem ser realizados, levando em consideragéo a baixa estabilidade e

dificuldade de isolamento e identificagao estrutural desse tipo de substancias.
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