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RESUMO

Flavonoides tém atraido consideravel interesse cientifico ao longo das
décadas em virtude de seus efeitos benéficos a saude, sendo comprovada sua
eficacia em diferentes atividades biologicas. Tais propriedades dependem do arranjo
dos anéis aromético e heterociclico que compde seu esqueleto. Estes compostos
sdo encontrados em uma grande variedade de extratos vegetais e, largamente
empregados em terapias alternativas em diferentes processos patologicos. Desde
2003, o Ministério da Saude da China, citado por Zhang e colaboradores (2005),
permite a utilizacdo de bambus como aditivo alimentar devido & acdo benéfica
promovida por estes compostos encontrados nas folhas destas plantas. Devido a
essa medida do Ministério da Saude da China, diversos estudos com o intuito de
quantificar os componentes responsaveis por essas a¢gdes e aprimorar técnicas ja
existentes, tém sido realizados atualmente andlises através de Cromatografia
Liqguida de Alta Eficiéncia (CLAE) podendo ser associadas as técnicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN), ultravioleta (UV) e/ou espectrometria de
massas (MS). O presente trabalho se propds a detectar os compostos quimicos
presentes nas folhas da espécie de bambu Bambusa textilis atravées de CLAE
analisando juntamente os espectros de UV. No procedimento de extragéo, foi obtido
trés fracdes distintas: aquosa, hexanica e de acetato de etila. A partir dos picos
cromatogréficos, foram analisados os espectros de UV de cada amostra. Os dados
obtidos através dos espectros de UV dos picos cromatograficos revelaram bandas
de absorcdo méxima em 270 e 330 nm, sugerindo que 0s compostos principais
desta planta sejam polifendis do grupo dos flavondides.

Palavras-chave: Bambusa textilis. CLAE. Flavondides. UV.



ABSTRACT

Flavonoids have attracted considerable scientific interest over the decades
because of its beneficial effects on health, and proven its effectiveness in different
biological activities. These properties depend on the arrangement of the aromatic
and heterocyclic rings that make up your skeleton. These compounds are found in a
wide variety of plant extracts and, in alternative therapies widely employed in
different pathological processes. Since 2003, the Ministry of Health of China, quoted
by Zhang and colleagues (2005), allows the use of bamboo as a food additive
because of the beneficial action promoted by these compounds found in the leaves
of these plants. Due to this measure the Ministry of Health of China, several studies
in order to quantify the components responsible for these actions and improve
existing techniques, have now been carried out analysis by high-performance liquid
chromatography (HPLC) can be associated with technical Nuclear magnetic
resonance (NMR), ultraviolet (UV) and / or mass spectrometry (MS). This study
aimed to detect the chemical compounds present in the leaves of the species of
bamboo Bambusa textilis by HPLC analyzing along the UV spectra. In the extraction
procedure, it was obtained in three distinct fractions: water, hexane and ethyl
acetate. From the chromatographic peaks, the UV spectra of each sample were
analyzed. The data obtained from the UV spectra of the chromatographic peaks
showed maximum absorption bands at 270 and 330 nm, suggesting that the major
compounds of this plant are polyphenols from the group of flavonoids.

Keywords: Bambusa textilis. HPLC. Flavonoids. UV.



SUMARIO

(N 270 510 07X 1R 9
2 REVISAO DE LITERATURA ....oooviiiee ettt e, 10
3 OBJIETIVOS . ..ot ettt ettt ean e neas 14
3.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt et nnns 14
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oovieeee et 14
4 MATERIAL E METODOS ....ooouiiieeeeeeeeeee ettt enn e en s 15
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ....oovoueveieeieceetee et 15
4.2 OBTENGCAO DO MATERIAL VEGETAL ...coviviieeeeeeeeeeeeeeeee e, 15
A3 REAGENTES ..ottt ettt ae et ean et s eneae e nanans 16
4.4 EXTRACAO E FRACIONAMENTO .....oooviiieieeieieeeteee ettt 16
4.5 PARTICAO DA FRACAO EM COLUNA ABERTA.......cooouieveeeeeee e 17
4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA CLAE ......coovviieeeeeeeeeeeeeeeee e 17
4.7 ANALISE CROMATOGRAFICA CLAE-DAD ......cocvoeeeeeeeeeeeeeee e, 17
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......coiiiiieieeeee et e, 19
B CONCLUSOES ...ttt 34

REFERENCIAS ..ottt e et e et e e e e e ettt e e e e e e e e eaies 35



1 INTRODUCAO

No reino vegetal h4 uma vasta variedade de compostos quimicos promotores
de importantes agfes biolégicas. Entre estes compostos, existem os flavondides que
compde um grande grupo de compostos polifendlicos e sao ubiquos em plantas.

Devido a sua ubiquidade, estédo presentes na dieta humana e assim como nas
plantas, eles possuem atividades biologicas de interesse farmacolégico podendo
promover diversas agoes, sendo a principal a agédo antioxidante.

Através de processos oxidativos pode ocorrer a formagéo de radicais livres a
partir de compostos enddgenos ou em circunstancias patoldgicas incluindo
envelhecimento, reacgfes inflamatérias, céncer, entre outras circunstancias que
acarretam severas consequéncias para o organismo. A acdo antioxidante desses
compostos pode retardar ou inibir a oxidagdo de moléculas.

A diversidade de subgrupos de flavondides € resultante da infinidade de
possibilidades de substituicdes dos anéis que compdem sua estrutura quimica,
consequentemente a variedade de efeitos bioldgicos estd atribuida a estas
substituigbes estruturais e ao subgrupo em questao.

Por serem onipresentes no reino vegetal, os flavondides também se
encontram abundantemente em bambus, em maior concentracdo nas folhas. Este
vegetal, assim como outros, esta presente no cotidiano do ocidente ha milénios,
sendo empregados principalmente em construgdes, aditivos alimentares e farmacos.

Em relacdo a utilizacdo dos bambus como aditivos alimentares, hd a
necessidade de estudos que quantifiquem o teor de flavonoides presentes. Métodos
cromatogréaficos veem sendo utilizados com esse intuito.

Ao longo das décadas diversos estudos tém reforcado a importancia das
atividades promovidas pelos flavondides em relagdo & prevencdo e/ou inibicdo de
doencas, para melhor elucidagdo da interagdo destes compostos com 0 organismo.
A aplicabilidade dos flavondides encontrados em diferentes espécies de bambu deve
ser explorada, levando-se em conta a facil acessibilidade deste vegetal e ao seu
desenvolvimento rapido. Havendo necessidade também de aprimoramento de

técnicas quantitativas deste composto em questao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os flavonoides compfe um grande grupo de compostos polifendlicos e séo
ubiquos no reino vegetal, sendo biossintetizados via rota dos fenilpropandides.
Quimicamente os flavonodides possuem um esqueleto C15 (C6-C3-C6), constituido
por dois anéis arométicos (A e B) ligados a um anel heterociclico (C) (Figura 1).
Devido a estrutura quimica bésica dos flavondides h& uma infinidade de
possibilidades de substituicbes dos anéis A, B e C, resultando em diversos
subgrupos. De acordo com a posi¢édo de ligacdo do anel heterociclico e seus niveis
de oxidacéo, eles podem ser divididos em diferentes classes, sendo as principais:
antocianina, flavanas, flavononas, flavonas, flavonéis e isoflavonéides (BORS et al.,
1990; GROTEROLD, 2006; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA 1996).

Figura 1- Estrutura Quimica Basica dos
Flavonoides

Fonte: Elaborada pela autora.

Em relacdo aos espectros de UV, os flavondides podem ser caracterizados
por um espectro no UV contendo dois méximos de absorbancia, sendo um em 330-
370 nm (Banda I) e outro em 240-280 nm (Banda Il). As diferengcas entre as
subclasses de flavondides podem ser distinguidas através das razdes entre as
absor¢gbes méaximas M1 (264 nm) e M2 (340 nm) que sdo tipicas e diferentes para
cada subclasse. A analise dos espectros no UV baseados na regido de absorgdo de
300-400 nm (Banda I) permite identificar as insaturagdes entre os carbonos C2 e C3.
Saturagdes entre esses (diidroflavonol) causam o desaparecimento da banda de
absor¢gdo maxima em 350 nm. Por outro lado, a presenca da dupla ligacdo causa um
maximo de absor¢cdo nessa mesma banda (ANDERSEN; FOSSEN, 2006). As
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agliconas diferentes pertencentes a uma mesma subclasse de flavondides podem
ser diferenciadas por comparagédo dos dados no UV na regido 250-290 nm (Banda
II), onde a forma da banda de absor¢cdo méxima esta relacionada com o padrédo de
substituicdo. Em relagdo ao acucar, a intensidade de absor¢cdo em 350 nm esta
relacionada com a natureza do carboidrato e sua posi¢éo de ligagdo com relacdo a
aglicona (ANDERSEN; FOSSEN, 2006; CAVALHEIRO; YOSHIDA, 2000;
TELASCREA, 2006).

Os efeitos biologicos dos flavondides dependem da estrutura quimica, classe,
grau de hidroxilacdo e outras substituicbes e conjugagcbes (HARBONE; MABRY,
1982). Eles exercem importante papel no mecanismo de defesa de plantas,
protegendo contra radiagcdo ultravioleta, participando na fotossintese e atuando em
outros mecanismos de defesa (MIDDLETON et al., 1998).

Por serem encontrados abundantemente em diferentes partes de plantas, os
flavondides estdo presentes na alimentacdo humana, sendo encontrados, por
exemplo, em frutas, verduras, chas e vinho. A biodisponibilidade destes compostos
esta diretamente relacionada com a variagcdo sazonal, temporal, espécie de planta e
no preparo e processamento dos alimentos (AHERNE; O'BRIEN, 2002; COOK;
SAMMAN, 1996; HERTONG; HOLLMAN; KAHN, 1992).

Os flavonodides tém atraido consideravel interesse ao longo das décadas
devido seus efeitos benéficos a saude, sendo comprovada a eficacia de diferentes
atividades como acdo antibacteriana, hepatoprotetora (LEE et al.,, 2003), anti-
inflamatéria (FRIESENECKER et al., 1995), anticancerigena (BIRT et al., 2001,
FRANKE et al., 1998), antiviral, cardioprotetora, inibicAo da perioxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (KUMAR; PANDEY, 2013; RANKIN et
al.,1993), inibicAo enzimatica (HOYWEGHEN et al., 2014) quelagdo de ions
metalicos, sequestro de radicais livres, atividade pr6é e antioxidante (BORS et al.,
1990; CAO et al., 1997; MIDDLETON, 1998; NARAYANA et al., 2001).

A atividade antioxidante desses compostos depende do arranjo dos grupos
funcionais sobre a estrutura nuclear e tem sido atribuida a capacidade de eliminar
radicais livres e/ou quelantes de ions metalicos, podendo variar de acordo com a
classe (BORS, 1990; BROWN et al.,1995; HONDNICK et al., 1988; KUMAR;
PANDEY, 2013; LEOPOLDINI et al., 2006). Através da atividade antioxidante, os
flavondides, sdo capazes de imunoestimular a defesa do organismo (SEKI et al.,

2008), inibir sistemas enzimaticos (cicloxigenase, lipoxigenase, 6xido nitrico sintase-
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indutivel) (HOYWEGHEN et al.,, 2014; TUNON et al., 2009), entre outros
mecanismos de agao.

Mutoh et al. (2000) sugerem em seu trabalho que o numero de grupos
hidroxila no anel B e a presenga de um grupo oxo na posicdo 4 do anel C,
juntamente com baixa densidade de elétrons do atomo de oxigénio do grupo
hidroxila do anel A, so requisitos estruturais importantes de flavonéides capazes de
inibir a cicloxigenase-2 (COX-2). Enquanto a modulacéo por flavonéides da COX-2
e da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS), in vitro, constatada por Raso et
al. (2001), sugere atuagéao anti-inflamatéria dos flavonoides.

Desde 2003 o Ministério da Saude da China, citado por Zhang et al. 2005,
permite a utilizacdo de bambus como aditivo alimentar devido & acdo antioxidante e
quelante de ions metalicos encontrados nas folhas destas plantas. Esses
compostos s@o encontrados em varias espécies de bambu, destacando-se os
géneros Phyllostaschys, Sasa e Bambusa (LEE et al.,2010; MU et al., 2004; NI et al.,
2012; SEKI et al., 2008; WANG et al., 2012a) .

Historicamente o bambu é presente no cotidiano ocidental ha milénios, sendo
designados em construcdes, ornamentos e atualmente além de serem utilizadas
para tal finalidade s&o utilizados também como aditivos alimentar devido & acéo
antioxidante dos flavonoides encontrados nas folhas (GONG et al., 2014; PEREIRA,;
BERALDO, 2008;). Na literatura ha relatos de diversos beneficios promovidos por
flavonodides encontrados nas folhas que corroboram para o consideravel interesse
recente em diversos estudos.

Lee et al. (2010) relatam em seu trabalho o efeito neuroprotetor proveniente
da atividade antioxidante, especialmente da Iuteolina 6-C-(6"-O-trans-
cafeoilglucosideo), a partir do extrato de Phyllostachys nigra. Além da atividade
antioxidante (GONG et al., 2014; HASEGAWA et al., 2008; MU et al., 2004), sdo
descritos demais efeitos medicinais das folhas do bambu como atividade
imunoestimulante em camundongos portadores de tumor S180 e C38 e estimulo da
atividade citotoxica dos linfocitos natural killer (NK) e macréfagos (SEKI et al., 2008),
efeito antimetastatico em células tumorais HT1080 e diminuicdo do numero de
metastases em camundongos portadores de tumor B16F10, inibicdo de NF-kB e
cicloxigenase (HOYWEGHEN et al., 2014).

Os principais componentes funcionais encontrados nos extratos das folhas

sao glicosideos de flavona-C, incluindo isoorientina, isovitexina, orientina, vitexina,
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que tém sido utilizados como marcadores na determinagéo de produtos comerciais
(WANG et al.,, 2012b). Para a identificagdo desses componentes, 0s principais
métodos analiticos que apresentam sensibilidade para a identificacdo de glicosideos
de flavona-C sdo cromatografia em camada delgada (TLC) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) podendo ser associadas as técnicas de ressonancia
magnética nuclear (RMN), ultravioleta (UV) e/ou espectrometria de massas (MS)
(MABRY; THOMAS,1970; WANG et al., 2012b; ZHANG et al., 2005).

Gong et al. (2014) em seu estudo relata a presenca de compostos
caracteristicos como &acidos fendlicos e flavondides C-glicosideos, sendo
encontrados: é&cido clrogénico, acido cafeico, &cido ferdlico, acido p-cumarico,
orientina, homoorientina, vitexina e isovitexina em trés extratos diferentes obtidos de
bambu da espécie Phyllostachys nigra.

Através de cromatografia em camada fina, a espécie Bambusa textilis
demonstrou possuir a maior atividade antioxidante no extrato das folhas em
comparacdo com as demais estudadas por Wang et al. (2012a). Desta espécie
foram identificados trés compostos antioxidantes como isoorientin 4” -O-B-D-
xylopyranoside, issorientin 2”-O- a-L - rhamnoside e isoorientin de acordo com
avaliacdo por UV, MS e RMN. Em estudo anterior, Wang et al. (2012b) ainda
constatou que os principais componentes funcionais das folhas desta espécie sdo
isoorientin e orientina. A hipétese desse estudo € que a sazonalidade tenha
interferéncia na sintese desses compostos.

Compostos absorvidos na corrente sanguinea tém grande probabilidade de
serem constituintes eficazes e de interesse farmacologico. Wang et al. (2012c)
detectou trés compostos potencialmente bioativos a partir de extratos de B. textilis
em plasma de coelhos, sendo estes: (E)- p- acido cumarico, (Z)-p- 4cido cumérico e
apigenin-8-C-B-D-(2"-O-a-L-rhamnosyl)-glucopyranoside.

Em vista do exposto, o presente estudo teve por finalidade detectar possiveis
substancias ativas e determinar componentes de interesse farmacoldgico que
possam contribuir para o desenvolvimento de estudos futuros com aplicagoes
terapéuticas. Para tanto, investigamos a constituicdo quimica dos flavondides de
espécimes de Bambusa textilis provenientes de Bauru-SP em comparagdo com 0s

dados obtidos na literatura.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo estdo descritos a seguir.

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a constituicdo fitoquimica das folhas da espécie de bambu Bambusa

textilis em extratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) extrair e analisar as fracdes brutas obtidas das folhas da Bambusa
textilis;

b) detectar componentes quimicos através de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia — CLAE;

c) analisar e comparar os espectros de UV dos picos cromatogréficos.



4 MATERIAL E METODOS

A seguir estdo descritos os materiais e métodos utilizados no presente

estudo.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O enfoque do presente trabalho foi o estudo do perfil fitoquimico de folhas de
Bambusa textilis, vulgarmente chamado bambu. A seguir, encontra-se o fluxograma
de processo desenvolvido na obtengdo das amostras brutas e fragdes que foram

produzidas e analisadas neste trabalho (Figura 2).

Figura 2 - Delineamento experimental
» Folhas de B. textilis

—> | Secagem |—> | Pulverizacao | -
y

EtOH/H,0
(1:1)
Partigao liquido-
liquido e 4 Fragcoes >
Clean up
— Hex — SPE

Registro N° 5587

Seco em capela Hexanica
20%
—— EtOH/H,0 —— l’
0,
e 0% CLAE-DAD
- Eliminagéo de [ | h
- Liofilizagdo I
80%
I
[rem— AcOEt — 100%

Seco em speed vac Acetato de etila |—
EtOH/H,0

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 OBTENGAO DO MATERIAL VEGETAL

A coleta das folhas foi realizada no dia 13 de julho de 2015 na Universidade

Estadual Paulista - UNESP, no campus de Bauru. As folhas foram encaminhadas ao
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herbario da Universidade do Sagrado Coracdo onde foram secas e devidamente
identificadas. Apos a identificacdo uma exsicata foi incorporada no herbéario sob o

ndmero de registo 5587.

4.3 REAGENTES

Durante a extragcdo e a analise cromatografica foram utilizados os seguintes
solventes: Agua Ultrapura (18 MQ) obtida no sistema Millipore (Merk Milli-Q Element
A10), Alcool Etilico grau PA (Synth®), Alcool Metilico grau PA (Synth®), Acetato de
Etila grau PA (Exodo®), Hexano grau PA (Synth®), Alcool de Cereais (Synth®) e
Metanol Grau CLAE (J.T.Baker®).

4.4 EXTRACAO E FRACIONAMENTO

O extrato bruto foi solubilizado em etanol/agua na proporcdo de 1:1 e
sonicado durante trinta minutos. Este procedimento foi repetido trés vezes. Em
seguida foi realizado o fracionamento do extrato através de particdo liquido-liquido
com solventes de diferentes polaridades e em ordem crescente de polaridade,
hexano (HEX) e acetato de etila (AcOEt).

Inicialmente o hexano foi adicionado juntamente com a fragédo etanol/dgua em
um funil de separac@o e apés a emulsédo ser desfeita, as fases foram separadas.
Esta etapa foi repetida mais duas vezes. A fracdo hexanica foi concentrada em
rotaevaporador Heidolph (Laborota 4000 efficient) e seca em capela. A fragdo
aquosa foi rotaevaporada e transferida novamente para o funil de separagdo com o
solvente acetato de etila e 10% H,O. Este procedimento foi repetido mais duas
vezes, no entanto sem a adigcdo de H,O. ApoOs a separacdo das fases, a fragédo
aquosa foi rotaevaporada novamente com o intuito de eliminar qualquer resquicio de
acetato de etila dissolvido e liofilizados (Christ Alpha 2-4 LD Plus). Enquanto que a
fracdo de acetato de etila foi concentrada em rotaevaporador e seca em speed vac
(Thermo, Savant). Ao término da extracdo, as fracdes foram armazenadas em

geladeira (-20°C) até o uso para experimento.
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4.5 PARTICAO DA FRACAO EM COLUNA ABERTA

A fracdo de AcOEt foi ressuspendida em éalcool metilico para a extragdo em
fase soélida (SPE). Essa solugéo foi misturada a uma quantidade minima de silica
C18 (Poliygoprep 60-50 C;3 Macherey-Nagel) em um graal de porcelana. Apds a
completa evaporagédo do solvente, a amostra foi particionada em coluna aberta de
vidro, com o preenchimento de 15 g de silica C18 (Poliygoprep 60-50 C;5 Macherey-
Nagel). Para o célculo do volume morto utilizou- se a férmula Vm=0,5x L x d2.
Entdo, a particdo foi realizada com agua-etanol, em concentra¢des crescentes de
etanol, sendo chamado de SPE 5% (95%H,0 e 5%EtOH), SPE 20% (80%H,0 e
20%EtOH), SPE 40% (60%H,0 e 40%EtOH), SPE 60% (40%H,0 e 60%EtOH), SPE
80% (20%H,0 e 80%EtOH) e SPE 100% (100%EtOH), respectivamente.

O material foi concentrado em rotaevaporador, sendo que as amostras SPE
5%, SPE 20%, SPE 40% e SPE 60% foram liofilizadas e, SPE 80% e SPE 100%
foram secas em speed vac. Ao término da particdo as amostras foram armazenadas

em freezer até sua utilizacao.

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA CLAE

Apés a secagem as fragdes aquosa, acetato de etila, SPE 5%, SPE 20%,
SPE 40%, SPE 60%, SPE 80%, SPE 100% foram ressuspendidas em quantidade
necesséaria de metanol-agua para a realizagdo de um clean up das amostras em
cartucho contendo resina modificada do tipo C18, eluindo com metanol-agua na
proporcao 95:5 e filtrando em filtro de seringa 0,22 um de poro. A fragdo hexanica

NAo passou por tais processos.

4.7 ANALISE CROMATOGRAFICA CLAE-DAD

As analises por CLAE foram realizadas utilizando equipamento analitico da
marca (Shimadzu ® modelo Prominence) equipado com injetor automatico
(Shimadzu ®, SIL10AP), sistema de bombas (LC-20AT) e detector de arranjo de
diodos (DAD) (SPD-M20A). A coluna utilizada para as andlises foi Phenomenex®
(Luna C18(2), (250 x 4,6 mm, 5 pum)). A eluigéo foi realizada com solventes de grau

cromatogréafico. A fase moével utilizada foi H,O ultrapura MilliQ (Solvente A) e
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Metanol Grau CLAE da J.T.Baker® (Solvente B), utilizando um método de gradiente
exploratoério, de 5%-100% de B em 40 minutos. Os cromatogramas foram registrados
nos comprimentos de onda (A) = 220nm, 254nm, 280nm, 300nm e 350nm.

A fracdo de acetato de etila também foi analisada pelo método adaptado de
cana-de-acucar estabelecido por Leme et al. (2014), sendo a fase mdvel utilizada
H,O ultrapura MilliQ com 1% de acido acético (Solvente A) e Metanol Grau CLAE
com 1% de acido acético (Solvente B), 90% de A e 10% de B em 0 minutos, 50% de
A e 50% de B em 55 minutos, 0% de A e 100% em 65 minutos e 90% de A e 10% de

B em 80 minutos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta das folhas de Bambusa textilis (Figura 3) foi realizada no dia 13 de
julho de 2015, na propriedade particular do Dr. Marco Antonio dos Reis Pereira,
docente da Universidade Estadual Paulista - UNESP. Foram coletadas folhas de
seis individuos distintos de idades variadas, sendo posteriormente encaminhadas ao
herbario da Universidade do Sagrado Coragdo -USC, onde foram secas e
devidamente identificadas. Apds a identificacdo uma exsicata foi incorporada no
herbario sob o niumero de registo 5587.

As folhas foram secas durante sete dias em envelopes de papel Kraft em
estufa de secagem com circulacdo de ar e temperatura controlada (inferior a 60°C),
para permitir maior evaporagdo de umidade residual, evitando a contaminacdo do
material. Apdés esse periodo, as amostras foram trituradas em liquidificador industrial
e posteriormente moidas em moinho de facas (Whiley) com malha de 1,5 mm,
obtendo-se 852,569 de material moido a partir das folhas. O armazenamento das

amostras foi feito em geladeira (- 5°C) até sua utilizacéo.

Figura 3 - Folha de Bambusa Textilis

Fonte: Elaborada pela autora.

No dia 10 de agosto de 2015 as amostras foram encaminhadas ao Instituto de
Quimica, da Universidade Estadual Paulista do campus de Araraquara para a
realizacdo da parte experimental deste estudo sob supervisdo do Dr. Alberto José
Cavalheiro e auxilio dos técnicos Jo&o e Juliana.

No procedimento de extragdo, a massa de 852,56g de folhas moidas e
trituradas foi dividida em dois frascos do tipo erlenmeyer e foram adicionados cerca

de 500mL de uma mistura binaria formada por etanol/agua (1:1), sendo



20

posteriormente os dois erlenmeyers colocados em sistema de ultrassom para
sonicacado (Figura 4). O tempo de sonicagao foi de 30 minutos. Este procedimento
foi repetido em triplicata, obtendo-se 2,5L de extrato bruto etanol/agua.

Posteriormente, foi realizada a particdo liquido/liquido com cada uma das
fracdes. A particdo envolveu o uso de solvente de ordem crescente de polaridade. A
extracdo liquido-liquido foi processada através de etapas: particdo entre hexano:
etanol-agua e acetato de etila em funil de separacéo de vidro (2 litros) da marca
Pyrex. Foram obtidas 3 fragBes: hexanica (HEX), aquosa (etanol/agua) e acetato de
etila (AcOEt), de acordo com a Figura 6. Foram utilizados solventes da marca Synth
(reagente analitico, Sdo Paulo, Brasil) e agua ultrapura (18 MQ) obtida no sistema
Millipore (Merk Milli-Q Element A10).

Figura 4 - Sonicagdo em banho de ultrassom e
particdo liquido-liquido

Fonte: Elaborada pela autora.

Para a particdo liquido/liquido, inicialmente o volume total foi divido em dois
funis de separagédo (A= 1,4 L e B= 1,1L) sendo adicionado 1/3 do volume total de

hexano a cada funil de separacdo. Os funis foram agitados e ficaram em repouso
dentro da capela sob temperatura ambiente (20°C) até que a emulséo fosse desfeita
e as fases separadas, sem a utilizacdo de sais,. Esta etapa foi repetida mais duas
vezes. A fracdo hexanica foi concentrada em rotaevaporador Heidolph (Laborota

4000 efficient), como mostra a figura 5 e seca em capela.
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Figura 5 - Rotaevaporador

Fonte: Elaborada pela autora.

Devido a miscibilidade do etanol com acetato de etila, a fracdo etanol/agua foi

concentrada a fim de eliminar o solvente etanol e transferi-lo novamente para o funil
de separacdo, sendo adicionado 1/3 do volume total de acetato de etila e 10% do

volume total de H,O. Este procedimento foi repetido mais duas vezes, no entanto
sem a adi¢ao de H;O.

Apés a separacao das fases, a fracdo aquosa foi rotaevaporada novamente
com o intuito de eliminar qualquer resquicio de acetato de etila dissolvido e
concentrar a amostra. Posteriormente as amostras foram transferidas para frascos
do liofilizador e colocadas dentro de uma caixa de isopor com nitrogénio liquido, e
apos as amostras estarem completamente congeladas, os frascos foram acoplados
ao liofilizador (Christ Alpha 2-4 LD Plus) a 610 PA, a temperatura de 0,01 °C (este
procedimento foi realizado para as demais amostras liofilizadas), (Figura 6)
Enquanto que a fragcdo de acetato de etila foi concentrada em rotaevaporador e seca
em speed vac (Thermo, Savant) (Figura 7). Ao término da extracdo, as fracdes foram

armazenadas em freezer (-20°C) até sua utilizacao.
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Figura 6 - Liofilizador

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 7 - Speed vac

Fonte: Elaborada pela autora.

Posteriormente a fracdo de AcOEt (1,42g) foi ressuspendida em alcool
metilico (cerca de 10mL) para a extracdo em fase solida (SPE). Essa solucao foi
misturada a uma quantidade minima de 5g de silica C18 (Poliygoprep 60-50 Cis
Macherey-Nagel) em um graal de porcelana (Figura 8). Apés a completa evaporacao
do solvente, a amostra foi particionada em coluna aberta de vidro, com o
preenchimento de 15 g de silica C18 (Figura 9). Para o célculo do volume morto

utilizou- se a formula:

Vm=0,5x L x d? Q)

Onde:
Vm = volume morto
L = comprimento da coluna

d = diametro
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Entdo, a extracdo em fase sdlida foi realizada com &gua-etanol, em
concentracbes crescentes de etanol, sendo chamado de SPE 5% (95%H,0 e
5%EtOH), SPE 20% (80%H,0 e 20%EtOH), SPE 40% (60%H,0 e 40%EtOH), SPE
60% (40%H,0 e 60%EtOH), SPE 80% (20%H,O e 80%EtOH) e SPE 100%
(100%EtOH), respectivamente.

O material foi concentrado em rotaevaporador, sendo que as amostras SPE
5%, SPE 20%, SPE 40% e SPE 60% foram liofilizadas e, SPE 80% e SPE 100%
foram secas em speed vac. Ao término da particdo as amostras foram armazenadas

em freezer até sua utilizacao.

Figura 8 - Amostra misturada
com C18

Fonte: Elaboradas pela autora.

Figura 9 - Particdo em coluna
aberta de vidro

&

Fonte: Elaboradas pela autora.
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ApoOs a secagem de todas as amostras como descrito anteriormente, uma
guantidade minima de cerca de 10mg foram separados para ser analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com excecdo da fracdo hexanica.
Sendo primeiramente realizado um clean up (limpeza) das amostras em cartucho
contendo resina modificada do tipo C18. Para isso as amostras foram
ressuspendidas em quantidade suficiente de metanol-dgua (1mL), variando a
quantidade de cada solvente de acordo com a amostra em questdo, eluindo
metanol-agua na propor¢do 95:5 e filtrando em filtro de seringa 0,22 um de poro.
Para o célculo do volume morto (Vm) utilizamos a férmula Vm = 0,5 x L x d2.

O condicionamento da C18 é realizado com seis vezes o volume morto (5mL)
de 100% metanol, em seguida ocorreu o equilibrio com a aplicacdo onde 6 volumes
mortos, o equilibrio foi realizado com seis vezes o volume morto (5mL) de metanol-
dgua na proporcdo 95:5. Entdo a amostra foi injetada e novamente é passado
metanol-agua na propor¢do 95:5 (4mL) para a eluicdo e ao término é realizado a
limpeza com seis vezes o volume morto (5mL) de 100% metanol.

Apos o clean up de todas as amostras, com excec¢do da fragcdo de hexano,
foram realizadas as andlises cromatogréaficas. As amostras foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando equipamento analitico
equipado com injetor automético, sistema de bombas e detector de arranjo de
diodos (DAD) (Figura 10). A coluna utilizada para as andlises foi Phenomenex®
(Luna C18(2), (250 x 4,6 mm, 5 pum). A eluicdo foi realizada com solventes de grau
cromatogréafico. A fase moével utilizada foi H,O ultrapura MilliQ (Solvente A) e
Metanol Grau CLAE (Solvente B), utilizando um método de gradiente exploratorio,
de 5% a 100% de B em 40 minutos. Os cromatogramas foram registrados nos
comprimentos de onda (A) = 220nm, 254nm, 280nm, 300nm e 350nm.

Ambas as analises cromatograficas foram monitoradas com o auxilio do

software LCSolutions.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A fracdo de acetato de etila também foi analisada pelo método adaptado de
cana-de-acuUcar estabelecido por Leme et al. (2014), sendo a fase movel utilizada
H,O ultrapura MilliQ com 1% de acido acético (Solvente A) e Metanol Grau CLAE
com 1% de acido acético (Solvente B), 90% de A e 10% de B em 0 minutos, 50% de
A e 50% de B em 55 minutos, 0% de A e 100% em 65 minutos e 90% de A e 10% de
B em 80 minutos. A seguir estao representados alguns cromatogramas e espectros
de UV das amostras analisadas. Os cromatogramas foram registrados nos
comprimentos de onda (A) = 220nm, 254nm, 280nm, 300nm e 350nm.

A andlise da fracdo aquosa em 254nm indicou a presenca de pelo menos 3
picos cromatograficos principais, como pode ser observado na Figura 11. Os
espectros de UV dos trés picos indicados como sendo 1, 2 e 3 mostram maximos de

absorbancia em 270 e 347 nm.

Figura 11 - Andlise Cromatografica da Fracdo Aquosa em 254nm
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A fracdo acetato de etila foi analisada em 280 nm e foram observados a
presenca de trés picos cromatograficos entre 20 e 26 minutos. A andlise dos
espectros de UV desses picos mostrou bandas de absorcdo maxima em 270 e 330

nm, como mostra a Figura 12.

Figura 12 - Analise Cromatografica da Fracdo Acetato de Etila em 280 nm

mAU
1280nm.,4nm (1.00) s

Fonte: Elaborada pela autora.

Apos a extragdo em fase sdlida, a fragdo SPE 5% foi analisada por CLAE a
254nm e puderam ser observados picos de 5 a 28 minutos, sendo que foram obtidos
espectros de UV para os picos indicados por 1, 2, 3 e 4. O espectro de UV do
primeiro pico cromatogréfico indicou um méximo de absorbancia em 260nm,
enquanto que o pico 2 apresentou maximos de absorbancia em 254nm e os picos 3
e 4 mostraram mesmos perfis, indicando se tratar de substancias de mesma classe,
apresentando bandas de absor¢cdo maxima em 220 e 304 nm, como mostra a Figura
13.
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Figura 13 - Andlise Cromatografica da Fracdo SPE 5% em 254 nm
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os espectros de UV 3 e 4 apresentam bandas que sugerem possivelmente
polifendis pertencentes a classe de flavonéides (ANDERSEN, 2006).

A andlise da fracdo SPE 20% a 254nm indicou a presenca de trés picos
majoritarios, indicados como sendo 1, 2 e 3. O espectro de UV do pico 1 nao
apresentou sinais expressivos, enquanto os picos 2 e 3 apresentam perfis nos
espectros de UV semelhantes com maximos de absorbancia em 271 e 341 nm,
como mostra a Figura 14.

Figura 14 - Andlise Cromatogréfica da Fracdo SPE 20% em 254 nm

mAU
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| ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! ! |
0 10 20 30 40  min

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os espectros de UV 2 e 3 sugerem que as bandas sejam de polifendis,
possivelmente do grupo dos flavonodides, sendo seus espectros semelhantes aos
compostos encontrados por Wang et al. (2012b).

A anadlise da amostra SPE 40% por CLAE 280nm indicou a presenca de trés
picos majoritarios, indicados na Figura 15 como 1, 2 e 3. Ambos 0s picos
apresentaram mesmos perfis no espectro de UV com bandas de absor¢cdo maxima
em 270 e 340 nm.

Figura 15 - Analise Cromatografica da Fracdo SPE 40% em 280 nm

mAU
1280nm,4nm (1.00) G

500 |

Fonte: Elaborada pela autora.

Os espectros de UV 1, 2 e 3 sugerem bandas semelhantes a de polifendis,
possivelmente do grupo dos flavondides. O espectro 2 apresenta perfil semelhante
no espectro de UV a substancia isoorientina e suas derivadas isoorientina 4"-O-8-D-
xylopyranoside e a isoorientina 2"-O-a-L-rhamnoside (WANG et al., 2012b).

A andlise da fragdo SPE 60% por CLAE 254nm indicou a presenca de
substancias menos polares em menores concentragdes, como mostra a Figura 16. O
espectro de UV obtido do pico identificado como 1 é inexpressivo e sem bandas que

permitam uma analise mais profunda.
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Figura 16 - Anadlise Cromatografica da Fracdo SPE 60% em 254 nm
mAU
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Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise da fracdo SPE80% por CLAE 280nm indicou a presenca de pelo
menos 3 picos cromatograficos expressivos, indicados na Figura 17. Os espectros
de UV dos trés picos sdo semelhantes e mostram bandas com méaximos de

absorcdo em 210 e 270 nm.

Figura 17 - Andlise Cromatogréfica da Fracdo SPE 80% em 280nm
mAU
1280nm.4nm (1.00)

1
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Fonte: Elaborada pela autora.

A analise da fragdo SPE 100% por CLAE 300nm indicou que essa fracdo é a
mais rica em substancias menos polares, mostrando picos apds 40 minutos de
analise, Figura 18. A analise dos espectros de UV desses dois picos indicou a

presenca de bandas maximas de absor¢cdo em 220 e 420 nm.
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Figura 18 - Analise Cromatografica da Fracdo SPE 100% em 300nm
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Fonte: LCSolutions e adaptado pela autora

Na Figura 19, pode-se ver uma comparagao entre 0s cromatogramas das
fracdes do fracionamento da fragdo de AcEOt obtidos todos em 254nm. Pode-se

observar que as substancias ficaram bem distribuidas.

Figura 19 - Comparacéo entre cromatogramas das amostras fracionadas da
amostra de AcEOt.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A partir da fracdo de AcEOt foram realizadas duas analises cromatogréaficas
diferenciando no tempo das fases méveis e na presenca ou ndo de acido acético. O
primeiro método empregado na andlise cromatografica da fracdo de AcEOt foi o
método de gradiente de exploracdo, citado anteriormente detalhadamente. Este
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método preliminar teve por finalidade analisar o tempo de corrida das substancias
afim de criar uma estimativa para futuros estudos.

Enquanto que o segundo método empregado foi uma adaptacdo do método
de Leme et al. (2014). Leme et al. (2014) em seu trabalho desenvolveu um método
de fingerprinting de cana-de-acUcar por HPLD-DAD, avaliando os constituintes
quimicos desta planta. A seguir na Figura 20 é possivel observar a comparacao dos
métodos de andlise empregados para a fragdo de acetato de etila, sendo possivel

observar que aparentemente ambos 0s métodos séo validos para esta planta.

Figura 20 - Comparacédo dos métodos de andlise cromagrafico.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Assim como a cana-de-agucar, o bambu pertence a familia Poacea e devido a
este fato, esperava-se que houvesse certas substancias em comum. Por este
motivo, foi realizado um método adaptado de Leme et al. (2014) para averiguar se a
metodologia poderia interferir na identificagéo destas substancias.

Os flavonoides tém atraido consideravel interesse ao longo das Uultimas
décadas em virtude de seus efeitos benéficos a salude. Sua eficacia é atribuida a
diferentes atividades biol6gicas (Kumar, PANDEY, 2013; NARAYANA et al., 2001;
MIDDLETON, 1998) e sabendo-se que essas propriedades dependem do arranjo
dos anéis aromatico e heterociclico que compde seu esqueleto (GROTEROLD,
2006; RICE-EVANS, MILLER, PAGANGA 1996; BORS et al., 1990). Uma grande
variedade de vegetais possuem flavondides em sua composicdo fitoquimica,

resultando em uma necessidade de analises mais especificas e que tragam a luz um
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detalhamento sobre componentes quimicos responsaveis por tais atividades
biologicas, como a cromatografia.

Os flavonodides podem ser caracterizados por um espectro no UV contendo
dois maximos de absorbancia, sendo um em 330-370 nm (Banda |) e outro em 240-
280 nm (Banda Il). As diferencas entre as subclasses de flavondides podem ser
distinguidas através das razdes entre as absor¢cdes maximas M1 (264 nm) e M2 (340
nm) que sdao tipicas e diferentes para cada subclasse. A andlise dos espectros no
UV baseados na regido de absor¢cdo de 300-400 nm (Banda I) permite identificar as
insaturacdes entre os carbonos C2 e C3. Saturagdes entre esses (diidroflavonol)
causam o desaparecimento da banda de absor¢do méxima em 350 nm. Por outro
lado, a presenca da dupla ligacdo causa um méaximo de absor¢do nessa mesma
banda (ANDERSEN; THOMAS, 2006)

Wang et al. (2012c) detectaram vinte compostos nas folhas e destes, trés
compostos potencialmente bioativos no plasma de coelhos, sendo estes: (E)- p-
acido cumarico, (2)-p- acido cumarico e apigenin-8-C-B-D-(2"-O-a-L-rhamnosyl)-
glucopyranoside. Estes compostos absorvidos na corrente sanguinea tém grande
probabilidade de serem constituintes eficazes e de interesse farmacolégico.

Através da triagem de CCD de isoorientina, isovitexina, orientina e vitexina,
constatou se que nas folhas de Bambusa textilis ha a presenca de isoorientina e
orientina, segundo Wang et al. (2012a). Em analise por CLAE-UV (4=330nm) desta
mesma espécie, 0s espectros de UV obtidos mostrou a presenca de trés compostos
tipicos caracterizados pela literatura como sendo a isoorientina 4"-O-8-D-
xylopyranoside, isoorientina 2"-O-a-L-rhamnoside e isoorientina, pertencentes ao
grupo de flavonoides de acordo com duas bandas principais de absor¢cdo a 250 e
360nm. A banda de absor¢éo em 349,8nm sugere que esses flavondides pertengam
a familia das flavonas (Wang et al., 2012b). Sendo estes compostos a isoorientina,
isoorientina  4"-O-B-D-xylopyranoside e a isoorientina 2"-O-a-L-rhamnoside,

representados a baixos pela Figura 21 e pela Figura 22.



Figura 21 - Principais vias de fragmentacdo dos compostos 1 (isoorientina
4"-O-B-D-xylopyranoside) e 2 (isoorientina 2"-O-a-L-rhamnoside).
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Fonte: Wang et al. 2012b

Figura 22 - Espectros de UV dos 3 componentes encontrados por Wang et al.
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6 CONCLUSOES

A partir do estudo realizado podemos supor que as folhas de Bambusa textilis
seja constituida principalmente de polifenéis do grupo dos flavonodides. Em
comparacdo com os dados da literatura, também podemos sugerir que haja a
presenca dos mesmos componentes nesta planta.

Estudos complementares estdo em andamento a fim de identificar estes
compostos presentes nos picos cromatograficos encontrados no presente estudo.

Além de ensaio biolégico com os extratos obtidos a partir deste estudo.
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