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RESUMO

Avaliacao fitoquimica e da atividade antioxidante de Equisetum giganteum e
Tagetes minuta.

Autora: Barbara Augusta Fraporti Rostignoli
Orientadora: Prof2. Dra. lonara Irion Dalcol

O dleo essencial da planta nativa do sul do Brasil Tagetes minuta, foi obtido
no presente trabalho através de hidrodestilacdo e analisado quanto a sua
composi¢cdo quimica e quanto a seu potencial antioxidante. Juntamente com o 6leo
essencial, obteve-se também um extrato aquoso, que foi particionado por extracédo
liquido-liquido com acetato de etila. O 6leo da espécie foi submetido a um
procedimento cromatografico visando a identificacdo de seus constituintes, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Este 6leo
essencial apresentou em sua constituicdo 84% de diidrotagetona, composto este
que devera ser utilizado futuramente para continuidade dos estudos quanto a sua
atividade bioldgica e para a obtencéo de derivados ativos. Com a Fracdo AcOEt foi
realizada um fracionamento em coluna cromatogréfica. As analises por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando padrdes conhecidos indicaram a
presenca do flavondide quercitina e do fitoesteroide sitosterol. Os ensaios de
avaliacdo da atividade antioxidante foram realizados pelo método DPPH, que é
baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes. A
fracdo AcCOEt de Tagetes minuta apresentou elevada atividade antioxidante. As
partes aéreas da planta Equisetum giganteum coletada no sul do Brasil foram secas
em uma estufa a uma temperatura de 400 C. Em seguida a planta moida foi
submetida a extragdo com metanol. A extracdo foi realizada em cinco ciclos de 12
horas. Apos cada ciclo, o material foi filtrado e o solvente evaporado até a secura.
Os extratos obtidos em cada ciclo foram reunidos, sendo o extrato bruto resultante
suspenso em agua e éter etilico, em um funil de separacdo. Apés foi feita a extracéo
acido-base. Tal como descrito com T. Minuta, o extrato bruto de E. giganteum e suas
fracbes (Fracdo éter acida e fracdes F. Eter e F. AcOEt basicas) resultantes foram
sujeitas a aplicacao de testes fitoquimicos para a identificacdo das principais classes
de metabdlitos secundarios presentes, bem como foram submetidos aos ensaios de
avaliacao da atividade antioxidante pelo método DPPH.

Palavras-chave: Tagetes minuta, Equisetum giganteum, atividade antioxidante,
prospeccao fotoquimica.



ABSTRACT

Phytochemical and antioxidant evaluation of Equisetum giganteum and
Tagetes minuta.

Author: Barbara Augusta Fraporti Rostignoli
Advisor: Prof. Dr. lonara Irion Dalcol

The essential oil of Tagetes minuta native from Southern Brazil was obtained through
hydrodistillation and analyzed for its chemical composition and antioxidant potential.
Along with the essential oil, an aqueous extract was also obtained, which was
partitioned by liquid-liquid extraction with ethyl acetate. The oil of the species was
submitted to a chromatographic procedure to identify its constituents by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The essential showed in its
constitution 84% of dihydrotagetone, a compound that should be used in the future to
continue studies on its biological activity and to obtain active derivatives. With the
AcOEt Fraction, a chromatographic column separation was performed. Analyses by
thin layer chromatography (CCD) of two fractions were indicative of quercitin (a
flavonoid) and sitosterol (a phytosteroid) presence. Antioxidant activity assays were
performed by the DPPH method, which is based on the capture of the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical by antioxidants. The AcOEt fraction of Tagetes
minuta showed high antioxidant activity. The aerial parts of Equisetum giganteum
collected in southern Brazil were dried in a greenhouse at a temperature of 40° C.
Then the ground plant was subjected to extraction with methanol. Extraction was
performed in five 12-hour cycles. After each cycle, the material was filtered and the
solvent evaporated to dryness. The extracts obtained in each cycle were combined
and the resulting crude extract suspended in water and ethyl ether in a extraction
funnel. After, the acid-base extraction was done. As described with T. Minuta, the
crude extract of E. giganteum and its resulting fractions (Acid ether fraction and F.
Ether and F. AcOEt basic fractions) were subjected to phytochemical tests to identify
the major classes of secondary metabolites and were submitted to antioxidant activity
assays by the DPPH method.

Key-Words: Tagetes minuta, Equisetum giganteum, antioxidant activity,
photochemical prospecting.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas como medicamento estd baseada em estudos que
partindo do uso tradicional sobre suas propriedades farmacolégicas (antiinflamatoria,
analgésica, antimicrobiana, entre outras) de certos compostos vegetais, indicam o
potencial para o desenvolvimento de novos fitoterapicos (SCOPEL, 2005).

Antigamente, os quimicos estudavam plantas conhecidas pelo uso popular,
geralmente incorporadas as farmacopéias da época, limitando-se ao isolamento e a
determinacao estrutural de substancias ativas. Dada a importancia das plantas para
a medicina da época, a Quimica e a Medicina passaram a ter uma estreita relacéo, o
que permitiu um rapido desenvolvimento de seus campos especificos (VIEGAS &
BOLZANI, 2006).

Tagetes minuta L. (Asteraceae) € uma das plantas utilizadas nesse trabalho por
causa de suas propriedades. A atividade do 6leo essencial vem sendo pesquisada
em diversos campos da quimica de produtos naturais, devido as suas propriedades
bioativas, como aditivo antioxidante natural. Nos Andes, a planta € utilizada na
alimentacdo e em diversas regiées do mundo é utilizada como planta medicinal no
alivio de dores de cabeca, repelente, resfriados. (FONSECA, 2018).

O género Equisetum, pertencente ao filo Sphenophyta, € originario do fim da
era paleozoica. Sdo conhecidas aproximadamente 30 espécies. As espécies de
Equisetum sdo utilizadas na medicina tradicional principalmente como anti-
inflamatdrio e diurético. E considerada planta terrestre com maior quantidade de
silica, o que explica suas diversas aplicacées (MELLO & BUDEL, 2013).

As pesquisas por agentes antioxidantes produzidos por plantas medicinais é
um campo que mostra um interesse crescente. Os antioxidantes s&o substancias
qgue retardam as reacdes oxidativas, ou seja, reduzem a velocidade da oxidacéo,
como por exemplo pelo metédo de inibicdo de radicais livres. Um dos métodos
utilizados para o estudo de atividade antioxidante é o do Sequestro do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), muito utilizado para se determinar a atividade
antioxidante em extratos e substancias isoladas como: compostos fendlicos,

flavondis, cumarinas, antocianinas, entre outros (CHOI et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

A investigacao fitoquimica das plantas medicinais Equisetum giganteum e

Tagetes minuta.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO:

o A obtencé&o dos extratos e fracdes de E. giganteum e T. minuta.

o A realizacdo da prospeccao fitoquimica dos extratos e fracdes de Equisetum
giganteum e Tagetes minuta.

o A obtencdo do Oleo essencial de Tagetes minuta coletada no inverno em
Santana do Livramento,RS.

o A avaliacao das atividades antioxidantes pelo método do radical livre DPPH
dos extratos e fracbes de Equisetum giganteum e Tagetes minuta e do Oleo

essencial de Tagetes minuta.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 AS PLANTAS

3.1.1 A familia Asteraceae

A familia Asteraceae é cosmopolita, contando com aproximadamente 1.100
géneros e aproximadamente 25.000 espécies, encontradas em regides tropicais,
sendo mais abundantes nas regifes abertas e aridas do que nas florestas tropicais
umidas. No Brasil, esta representada por cerca de 180 géneros, que em sua grande
maioria sdo constituidos de plantas herbaceas, anuais ou perenes, subarbustivas ou

arbustivas e raramente arbéreas (HEEMANN, 2004).

A familia Asteraceae esta organizada na seguinte posi¢ao taxonémica:

Tabela 1- Hierarquia taxonémica da familia Asteraceae

Niveis Hierarquia TaxonOdmica
Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht
Superordem Asteranae Takht
Ordem Asterales Link
Familia Asteraceae Bercht. & J. Presl

Fonte: Ministério da Saulde e Anvisa, 2015.

3.1.2 O género Tagetes

O género Tagetes pertence a familia das Asteraceae, tendo sua origem no
México e introduzida no Brasil ha muitos anos, onde se adaptaram. Esse género tem
propriedades bioldgicas, incluindo atividades contra bactérias, virus, fungos, acaros

e insetos (Ministério da Saude e Anvisa, 2015).

3.1.3 A espécie T. Minuta

A espécie Tagetes minuta (Figura 1) faz referéncia ao tamanho das flores e

ndo da planta, que pode alcancar até 2 metros de altura.

No Brasil € vulgarmente conhecida como “cravo de defunto”, “erva-fedorenta”,
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‘rosa-de-lobo”, “voadeira”; “chinchilla” sendo utilizada na medicina popular
principalmente como antifungico, anti-helmintico, antisséptico, calmante, laxativo,
inseticida, repelente, no tratamento de reumatismo, resfriado, e como sudorifico.

Tagetes minuta € uma planta reproduzida por semente, na Regido Sul do
Brasil. Ocorre em terrenos secos e desenvolve-se melhor naqueles cultivados, com
boa fertilidade (OLIVEIRA,2012).

Figura 1 - Tagetes minuta

Fonte: Professor Ademir Morel (2019)

3.1.4 Metabdlitos secundarios de Tagetes

A composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais pode variar pela influéncia de
diversos fatores como, por exemplo, a época de coleta, técnica de extracdo utilizada,
as condicbes climéticas e de solo. Esses compostos sdo constituidos,
principalmente, por terpenos, fenilpropandides, ésteres e outras substancias de
baixo peso molecular (TEIXEIRA, 2013). Segundo a monografia de T. minuta
publicada pelo Ministério da Saude e Anvisa em 2015, de seu extrato alcodlico foram
isolados varios derivados de flavonoides e tiofenos, observados em T. minuta desde

a década de 1960 (Figura 2). O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno com
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férmula molecular C1oH16, € um monoterpeno monociclico presente na composicao
dos Oleos essenciais de diversas espécies de plantas aromaticas, como por exemplo
na planta Tagetes minuta, além de ser encontrado nos 6leos essenciais dos citricos

como liméo, laranja e tangerina (TEIXEIRA, 2013).

Figura 2 - Exemplos de metabdlitos isolados de Tagetes minuta
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Fonte: Ministério da Saude e Anvisa, 2015

3.2 FAMILIA EQUISETACEAE

3.2.1 O género Equisetum

O género Equisetum, pertencente ao filo Sphenophyta, é originario do fim da
era paleozoica, cerca de 300 milhdes de anos atras. E o Uinico género n&o extinto da
classe Equisetopsida, e pode ser 0 género mais antigo nao extinto da terra. Sao
conhecidas aproximadamente 30 espécies, a maioria constituida de plantas
pequenas, que raramente atingem um metro de altura. S&o uniformemente

distribuidas no mundo e acredita-se que sua datacao fossil seja anterior a deriva dos
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continentes e isso explicaria a sua alta adaptacédo a diferentes climas. Espécies de
Equisetum s&o utilizadas na medicina tradicional principalmente como anti-
inflamatdrio e diurético. E considerada planta terrestre com maior quantidade de

silica, o que explica suas diversas aplicacées (MELLO & BUDEL, 2013).

3.2.2.1 Espécie E. Giganteum

No Brasil se encontra a espécie Equisetum giganteum (Figura 3), nativa de
areas pantanosas de todo o pais. Esta espécie, conhecida localmente como
"cavalinha", é uma espécie da flora nativa do Paraguai em risco de extingdo, motivo
pelo qual é importante que sejam estabelecidas medidas para sua conservacao
(ACHUCARRO et al., 2019).

Figura 3 - Equisetum giganteum

Fonte: Prof Ademir farias Morel (2019)

3.2.3 Metabolitos secundarios de Equisetum

Espécies de Equisetum sao utilizadas na medicina tradicional principalmente

como diurético. E considerada a planta terrestre com maior quantidade de silica.



17

A planta E. giganteum é uma erva que mede 1 a 2 m de altura, cujas hastes
sao divididas em nd@s. Dentre os metabdlitos secundérios produzidos pela espéce
encontram-se flavonoides como a isoquercitrina, alcaloides e saponinas (Figura 4).
Também séo encontrados sais de potassio, magnésio, calcio, fésforo, sodio, fluor e
aluminio, apresentando mais de 10% dos constituintes inorganicos (MELLO &
BUDEL, 2013).

Figura 4 - Exemplos de metabdlitos isolados de Equisetum giganteum

OH

HO 0
OH

OH o
Nicotina

Isoquercitrina

Fonte: MELLO e BUDEL, 2013.

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Todas as plantas contém uma variedade de moléculas de eliminacdo de
radicais livres, como por exemplo, flavondides, antocianinas, vitaminas e metabdlitos
enddgenos. Demonstrou-se que esses antioxidantes derivados de plantas funcionam
como inibidores de oxigénio, decompositores de peréxido, inibidores de enzimas, por
isto as pesquisas por antioxidantes de origem natural sdo muito importantes.

Existem evidéncias de que os radicais livres induzem danos oxidativos as
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biomoléculas (lipidios, proteinas e acidos nucléicos), danos que podem causar
aterosclerose, envelhecimento, cancer, diabetes mellitus, inflamagao, AIDS entre
outras doencas degenerativas em seres humanos (CHOI et al., 2002).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAIS E METODOS CROMATOGRAFICOS

Todos os solventes utilizados foram de qualidade p.a.

Para a realizagdo da coluna cromatografica (CC) foi utilizada silica gel, para a
cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada placas cromatofolhas de
aluminio, para a cromatografia em placa preparativa (CCDP) foi utilizada silica gel
(Sorbent).

Como reveladores cromatograficos foram utilizados a lampada ultravioleta (A=
254 e 365 nm) e os reativos cloreto férrico 1 % (FeCls) em etanol, anisaldeido em

acido sulftrrico e acido acético seguido de aquecimento.

4.2 TAGETES MINUTA

A espécie Tagetes minuta. foi coletada no municipio de Santanna do
Livramento, Rio Grande do Sul/BR, no més de julho de 2019. O material vegetal foi
identificado pelo professora Dr2. Thais Scotti Canto Dorrow e uma exsicata encontra-
se depositada no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal
de Santa Maria sob n® SMDB 13711.

4.2.1 Obtencéo do 6leo essencial e do extrato aquoso de Tagetes minuta

42.1.1 Obtencédo do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial presente na planta em estudo foi realizada por

hidrodestilacdo empregando-se um aparelho de Clevenger (Figura 5), onde a

amostra fica imersa na agua em um balédo de fundo redondo de 2 litros.
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Figura 5 - Aparelho de Clevenger, utilizado na extragdo dos 6leos essenciais

Fonte: Autora (2019)

Em sequéncia, foi colocado em aquecimento o baldo através de uma manta
térmica, deixando destilar por 8 horas. Ao final do ensaio, o 6leo essencial obtido
(Figura 6) foi seco com sulfato de sodio, filtrado e guardado em frasco protegido da
luz sob refrigeracao a 4 °C, obtendo-se assim o respectivo 6leo essencial.
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Figura 6 - Oleo essencial da Tagetes minuta

Fonte: Autora (2019)

4.2.1.2 Analise do 6leo essencial para cromatografia gasosa- espectrometria de
massas (CG-EM)

A andlise por cromatografia gasosa - espectrometria de massa (CG-EM) foi
realizada em um sistema Shimadzu GC2010 Plus, compreendendo um modelo de
autoinjetor AOC-5000 Plus e um modelo de detector de massa QP2110 Ultra,
usando uma coluna capilar de silica fundida Restek Rtx®-5MS (30 mx 0,25 mm id;
espessura do filme de 0,25 ym). As condigdes cromatograficas foram: gas portador:
hélio a 1,00 mL/ min de vazédo; temperatura do forno: inicialmente a 50 ° C e
aumentou 4 °C/ min até atingir 290 ° C; temperatura do injetor: 240 °C; modo de
injecao: dividido com proporgéo 1:20 e purga de 3 mL/ min; Temperatura da interface
MS: 280 °C; temperatura da fonte de ions: 260 °C; e energia de ionizacdo: 70 eV.
Amostras de 6leo (15 mg) foram dissolvidas em 1,5 mL de acetato de etila purificado
e aliguotas de 1 mL foram injetadas para analise. Os constituintes foram
identificados para seus indices de retencdo de Kovats (IR) usando como referéncia
uma série de n-alcanos e comparando os dados espectrais de massa com 0s
obtidos por padrées puros (ADAMS, 2009) e os armazenados nos espectros Wiley 8
e NIST11. bibliotecas do sistema analitico.
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4.2.2 Obtencao do extrato aquoso de Tagetes minuta

No mesmo processo de obtencdo do Oleo essencial de Tagetes minuta, foi
também obtido seu extrato aquoso. Este extrato aquoso foi extraido em ampola de
extracdo com acetato de etila (5 vezes de 200 ml de acetato de etila cada vez). A
fracdo organica foi seca com sulfato de magnésio e o solvente evaporado até a

secura para a obtencéo de 1,671 g de fracdo acetato de etila de Tagetes minuta.

42.1.2 Coluna cromatografica da fragdo acetato de etila de Tagetes minuta

A fracdo acetato de etila de T. minuta foi submetida a um processo de
separacdo cromatografica em coluna de silica gel (Figura 7), utilizando-se como
sistema eluente diclorometano-acetato de etila e metanol, aplicados em gradiente de

polaridade.

Figura 7 - Coluna cromatogréfica da fracdo acetato de etila

Fonte: Autora. (2019)
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4.3 EQUISETUM GIGANTEUM

4.3.1 Preparacao do material vegetal de Equisetum giganteum

A espécie Equisetum giganteum foi coletada no municipio de Santanna do
Livramento, Rio Grande do Sul/BR, no més de junho de 2019. O material vegetal foi
identificado pelo professor Dr. Renato Zacchia e uma exsicata encontra-se
depositada no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Santa Maria.

A planta coletada foi seca em uma estufa de aproximadamente 40°C, apos foi

moido a fino grdo em moinho Wiley.

4.3.2 Obtencdo do extrato metandlico e fracionamento

As partes aéreas de E, giganteum moidas, totalizando 252,95 g, foram
submetidas a extracdo com metanol (aproximadamente 3 litros) a temperatura
ambiente (20°C/ 25 °C), em cinco ciclos de 12 horas cada. ApOs cada ciclo o
material foi filtrado e o solvente evaporado até a secura. Os extratos obtidos em
cada ciclo foram reunidos, sendo o extrato bruto resultante suspenso em agua e éter
etilico, em um funil de separacdo. Acidificou-se a suspensao com HCI 2M a pH
aproximado de 2. Obteveram-se duas fracfes, a Fracao éter acida e a fase aquosa.
A fracdo éter 4cida (3,15 g) foi seca sob sulfato de magnésio e apoés foi evaporado o
solvente. A fracdo aquosa foi alcalinizada com NH,OH até pH 9, sendo entéo
realizada uma segunda extracdo desta fase aquosa basica com éter etilico, seguido
de acetato de etila. Assim, obtiveram-se as fracbes Fracdo éter basica e a Fracao
AcOEt basica. A fracdo éter basica foi seca com sulfato de magnésio e apoés foi

evaporado o solvente, resultando no extrato fracao éter basica 0, 12 g.

4.2 AVALIACAO FITOQUIMICA DE TAGETES MINUTA E EQUISETUM
GIGANTEUM

A prospeccao fitoquimica dos extratos e fracdes de Tagetes minuta e
Equisetum giganteum foi realizada a partir de testes qualitativos com o objetivo de se

identificar a presenca de classes de substancias determinadas.
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Sendo assim, foram utilizados reagentes especificos visando a identificacédo
das principais classes de metabdlitos secundérios. Também foram realizadas
analises por CCD com revelacéo através de lampadas UV a 254 e 365 nm. Foram
realizados testes qualitativos para identificacdo de alcaloides, esteroides /
triterpenos, fendis / taninos, cumarinas, flavonoides, taninos, antraquinonas,
anticianinas e saponinas.

Todos os ensaios foram realizados em placa de porcelana de 12 pocos, tubos
de ensaio e/ou cromatoplacas de silica gel. Os extratos foram dissolvidos em
metanol ou 4gua, em uma concentracdo entre 1-5 % (p/v). Todos os testes foram

comparados sempre com o branco do extrato.

- Alcaloides:

Uma gota do extrato ou fracdo a ser analisada foi adicionada em um dos poc¢os
da placa de porcelana. A seguir, foram adicionadas 2 gotas do &cido cloridrico a 1%
e 2 gotas do reagente revelador de alcaloides: Reagente de Dragendorff (lodo
bismutato de potassio) ou Reagente de Wagner (lodo-iodeto de potassio).
Resultado positivo se obtém quando ocorre precipitado na cor laranja para o
reagente de Dragendorff e precipitado alaranjado com o reagente de Wagner.

- Esteroides e Triterpenos:

Foi realizado o teste de Liberman-Bouchard, sendo adicionada 1 gota do
extrato ou fracdo a ser analisado no poco da placa de porcelana, seguido de 2 gotas
de cloroformio e 2 gotas de anidrido acético. Em seguida adicionou-se
cuidadosamente 1 gota de &cido sulfarico concentrado.

Resultado positivo: coloracdo résea ou azul esverdeada indica presenca de
esteroide;

Coloracao der vermelha, purpura ou violeta indica presenca de triterpenos.

- Fendis e Taninos:

Em um dos pocos da placa de porcelana foi colocado o branco e em outro poco
foi adicionado 1 gota da amostra a ser analisada (extrato ou fragdo). Sob a amostra
foram adicionadas duas gotas de solucdo de cloreto ferrico (FeCls) a 2%,
observando-se se houve alteracdo visual na mistura reacional.

O resultado positivo do teste se da pelo desenvolvimento de coloracéo verde a
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marrom ou formacao de precipitado.

- Cumarinas:

Os testes para cumarinas foram realizados em CCD, sendo aplicada a amostra
em uma cromatoplaca de silica gel eluida com éter etilico como fase movel, e apds
reveladas em camera de UV.

Resultado positivo ocorre quando a manchas com fluorescéncia azul.

- Flavonoides:

Para a identificagdo de flavonoides foram realizados dois testes distintos. No
teste de Shinoda, adicionou-se 1 gota de extrato ou fracdo a ser analisado, seguido
de duas gotas de HCI concentrado e um fragmento de magnésio. Observa-se o
resultado positivo quando se d& pelo desenvolvimento de coloracdo rosa-
avermelhada e liberacéo de H,.

A reacdo com cloreto de aluminio foi realizada sob uma tira de papel de filtro-
umedecida com duas gotas (em regides diferentes do papel) de extrato ou fracdo a
ser analisada. Uma das gotas foi utilizada como branco e, sob a outra gota, foi
adicionada uma gota de solucédo de cloreto de aluminio (AICI;) a 5%. O resultado
positivo se d&a pela observacao de intensificacdo de fluorescéncia com mudanca de

cor para verde amarelo.

-Taninos:

Para a pesquisa de taninos foram realizadas trés reagdes distintas. Na primeira
reacao foi adicionou-se uma gota do extrato ou fracdo a ser analisada, seguida de 1
gota de solucdo de HCI a 2% e duas gotas de uma solucéo de gelatina a 2,5%. Esta
reacdo foi feita e microtubos de ensaio. O resultado positivo se d&a a formacédo de
precipitado.

Na segunda reagdo, sob uma gota do extrato ou fragdo a ser analisada
adicionou-se 2 gotas de acido acético 10% e em seguida 2 gotas de uma solugéo
saturada de acetato de chumbo. O aparecimento de precipitado identifica taninos
totais.

Na terceira reacdo, também realizada em placa de porcelana com 1 gota do
extrato ou fragdo a ser analisada, adicionou-se 1 gota de HCI concentrado e 2 gotas

de solugdo de vanilina a 1% em metanol. A reacdo positiva é indicada pelo
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aparecimento de coloragéo vermelha.

- Antraquinonas:

A amostra foi colocada em um dos pocos da placa de porcelana. Sob a
amostra foram adicionadas duas gotas de hidréxido de aménio. Na reacdo ocorrera
a ionizacdo das hidroxilas fendlicas para fenolatos hidrossollveis. A reacdo é

positiva quando aparece coloragao résea ou avermelhada.

- Antocianinas:

Foi colocada uma gota do extrato ou fracdo a ser analisada em cada um de
trés pocos da placa de porcelana. O primeiro poco foi considerado o branco; ao
segundo poco adicionaram-se 3 gotas de solucdo de NaOH 10% até pH 10 e ao
terceiro pocgo adicionaram-se 3 gotas de acido sulfarico 1N até pH 1. A presenca de
antiocianinas é observada pelo aparecimento de coloracdo que variam de acordo

com o pH do meio.

- Saponinas:

Esta reagdo foi feita em microtubos de ensaio. O primeiro microtubo foi
considerado o branco; ao segundo adicionaram-se 3 gotas de solucdo de NaOH
10% até pH 10 e ao terceiro microtubo adicionaram-se 3 gotas de acido sulftrico 1N
até pH 1. Os tubos contendo as solucdes foram agitados energicamente por 5
minutos. Apos mediu-se a altura da espuma formada em cada tubo. A presenca de
espuma persistente indica a presenca de saponinas.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE TAGETES MINUTA E
EQUISETUM GIGANTEUM

O método utilizado se baseia na transferéncia de elétrons, sendo conhecido
como o método do DPPH. Neste método, o DPPH que possui cor purpura é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorgéo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo

da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determinou-se a porcentagem de
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atividade antioxidante dos extratos / fracoes analisadas.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos. Uma solucdo-méae de
cada amostra (extrato ou fracdo) foi diluida em metanol para concentracdes finais
nos pocos de 1000, 500, 250, 100, 50 e 10 pg.mL-1. Em cada poco foram
adicionados 100puL de MeOH, 100 pL da solucéo de extrato ou fracdo e 100uL de
DPPH. Foram realizados em paralelo testes somente com a amostra e somente com
solvente como branco. As placas foram deixadas a temperatura ambiente por 30
minutos. Apos este periodo, foram medidas as absorbancias a 518 nm e os valores
obtidos convertidos em porcentagem de atividade antioxidante, usando a seguinte
equacéao: Capacidade de sequestro % = 100 - [(Abs da amostra - Abs do controle) x

100 / Abs do controle]. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Figura 8 - Representacdo da reducéo do radical livre DPPH por um antioxidante
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Fonte:http://gnint.sbg.org.br/gni/popup_visualizarMolecula.php?id=4J4NcOscwSWQozPv_U900znalVcJT9yuEtosdRR

6-OUal je9-uzD1r0zo9HWIFgxXKCcEL89FjeGeQhTIYPGT2Q (acessado em 16/11/2019)
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5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. ESTUDO DA TAGETES MINUTA

A T. minuta foi escolhida para este estudo neste trabalho por ser muito
comum no RS e por ser uma espécie utilizada popularmente como medicinal e muito
aromatica. Foi utilizada 626,2 g da planta (partes aéreas), coletada em Santana do
Livramento-RS no inverno. Esta planta havia sido estudada por OLIVEIRA (2012),
sendo na ocasido coletada na primavera. No presente trabalho realizou-se a coleta
do material no mesmo local descrito por OLIVEIRA (2012), em solo pobre em
nutrientes, isto €, campos esgotados pela cultura ou entre eucaliptos, o que limita o
crescimento da planta (entre 20-30 cm).

No Oleo obtido por Oliveira (2012), observou-se a presenca de onze
constituintes, sendo os majoritarios diidrotagetona (57,15%), tagetona E (9,89%), B-
ocimeno (6,63%), 6xido de cariofileno (5,39%). No mesmo local de coleta, mas em
outra estacdo do ano (inverno), observou-se um perfil cromatografico do oleo

essencial de T. minuta marcantemente diferente (Figura 9 e Tabela 2).

Tabela 2 - Constituintes do 6leo essencial de Tagetes minuta coletada no inverno

Pico Componente IK cale IKlit* 9% no OE Identificacio®
1 acido isovalérico 821 827 1.85 CG-EM
2 Limoneno 1024 1024 3.37 CG-EM
3 (Z)-p—Ocimeno 1032 1032 1,55 CG-EM
4 diidrotagetona 1047 1046 84,00 CG-EM
3 a-Terpinoleno 1073 - 2,91 c

6 N.IL 1094 - 1,43 -

7 (E)-Tagetona 1141 1139 1,97 CG-EM
8 N.L 1599 - 2,92 -

Total 100.00
Totalidentificado 02,74

N.l. N&o identificado.
Fonte: ADAMS, R., 2017; ° CG-EM: cromatografia gasosa-espectrometria de massas; em
Comparacdo com OLIVEIRA, C.Q. 2012.
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A diidrotagetona também foi o componente majoritario do 6leo essencial
oriundo da planta coletada no inverno, tal como no trabalho de Oliveira (2012).
Entretanto, no O6leo essencial obtido no presente trabalho, o conteddo de
diidrotagetona foi significativamente maior, pois este metabdlito constituiu 84% do
Oleo essencial da planta coletada no inverno, sendo considerado o Unico constituinte
majoritario, uma vez que os demais constituintes do 6leo essencial do inverno se
apresentaram em percentuais abaixo de 4%. Esta diferenga na constituicdo dos
Oleos de T. minuta coletados em diferentes estac6es do ano era esperado, pois a
producado de 6leo essencial por uma planta depende de fatores como a temperatura,

incidéncia de luz e da ocorréncia de chuvas, dentre outros fatores.

Figura 9 - Principais constituintes do 6leo essencial de Tagetes minuta coletada no inverno (julho de
2019) em Santana do Livramento-RS
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Fonte: Autora (2019).
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Tabela 3 - Perfil cromatografico (CG) do 6leo essencial de Tagetes minuta coletada no inverno (julho
de 2019) em Santana do Livramento-RS

Chromatogram OTG C:\GCMSsolution'Data\Users\Prof. Eduardo'2019'22 10 201910TG.qgd
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Fonte: Centro tecnoldgico de pesquisa e producao de alimentos — Ctppa parque cientifico e
tecnoldgico do vale do Taquari — Tecnovates.

No mesmo processo de obtencdo do 6leo essencial da Tagetes minuta , foi
obtido também o extrato aquoso. Este extrato aquoso passou por um processo de
extracdo liquido-liquido (Figura 10) em ampola de extracdo com acetato de etila (5
extragcbes de 200 ml de cada vez). A fragcdo organica foi seca com sulfato de
magneésio e o solvente evaporado até a secura, para a obtencdo de 1,671 g de

fracdo acetato de etila de Tagetes minuta.
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Figura 10 - Extracdo de Tagetes minuta
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Fonte: Autora (2019)

Com a fracdo acetato de etila de T. minuta obtida pelo processo de extracao
acima, foi realizada uma tentativa de separagdo de constituintes fixos por
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-se como sistema eluente
diclorometano-acetato de etila e metanol, aplicados em gradiente de polaridade.

Apesar de ndo haver sido possivel obter-se nenhum constituinte puro, as
analise de duas das fracdes da coluna cromatografica indicam a presenca do
flavonoide quercetina e do fitoesterol sitosterol (Figuras 11 e 12). Estes compostos
foram identificados por CCD em varios sistemas de solventes com o auxilio de
padrbes existentes nos laboratérios do Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais
da UFSM.
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Figura 11 - Placa cromatogréafica de CCD do padrao quercetina e de amostra da F10 da coluna da
Fracdo acetato de etila de T. minuta

Padrao

Fonte: Autora (2019)

Figura 12 - Placa cromatografica de CCD do padréo sitosterol e de amostra da F2-3 da coluna da
Fracéo acetato de etila de T. minuta.

Padrao

Fonte: Autora (2019)
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5.2. ESTUDO DA EQUISETUM GIGANTEUM

As partes aéreas de E. giganteum (252,95 g) secas e moidas foram
submetidas a extracdo com metanol (aproximadamente 3 litros) a temperatura
ambiente (20°C / 25 °C), em cinco ciclos de extracdo de 12 horas cada. Apds cada
extracdo o material foi filtrado e o solvente evaporado até a secura. Os extratos
obtidos em cada ciclo foram reunidos, sendo o solvente organico evaporado a vacuo
em evaporador rotatério. O extrato bruto resultante foi suspenso em agua e éter
etilico, em um funil de separacdo. A seguir, foi realizada a extracdo acido-base

mostrada na Figura 13.

Figura 13 - Extracdo de Equisetum giganteum
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Fonte: Autora (2019)
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5.3. PROSPECCAO FITOQUIMICA DE TAGETES MINUTA E EQUISETUM
GIGANTUM E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE.

A prospeccao fitoquimica dos extratos e fracdes das plantas estudadas foi
realizada a partir de testes qualitativos como o objetivo de identificar a presenca de
classes de substancias determinadas. Assim, verificou-se no extrato bruto de E.
giganteum a presenga de alcaloides, esteroides, fenois, taninos, flavonides. Na
fracdo de E. giganteum éter &cida apresentou presenca de alcaloides, fenois,
flavonides, esteroides, antocianinas e taninos. Na fracdo éter basica de Equisetum
foi possivel de determinar alcaloides. Na fracdo acetato de etila de Tagetes minuta

observou-se alclaoides, flavonides, esteroides e taninos (Tabela 4).

Tabela 4 - Prospeccéo fitoquimica de Tagetes minuta e Equisetum gigantum

Equisetum giganteum Tagetes
minuta
TESTES FEB (10%) FEA FEB Facetato
(10%) (3%) (10%)
Alcaloides
Dragendorff + + + +
Wagner + - + +
Esteroides e
triterpenos
R. Libermann-Bun. + + NT +
R. com anisaldeido Nao Nao
+ conclusivo NT conclusivo
Fenois + + NT -
Cumarinas nao Nao NT N&o
conclusivo * | conclusivo conclusivo
Flavonoides
R. de Shinoda + - NT +
R. A|C|3 + - NT +
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Taninos

R. Gelatina + + NT +

R. Acetato de Pb + + NT +

R. Vanilina - - NT -
Antraquinonas - N&o NT N&o

conclusivo conclusivo

Antocianinas + + NT +
Saponinas - - NT -

NT: ndo testado.
Fonte: Autora (2019)

Nos ensaios de atividade antioxidante pelo método do DPPH, o éleo essencial
de Tagetes minuta apresentou baixa capacidade de sequestro do radical (20,4% a
uma concentracdo de 500 ug/ mL), enquanto que a fragdo acetato de etila de T.
minuta apresentou elevado potencial antioxidante (97,8% a 500 pg/ mL). Tanto o
extrato bruto como a fracdo éter acida de Equisetum giganteum mostraram
moderada atividade antioxidante na concentracdo de 500 pg mL, sendo a
capacidade de sequestro do radical DPPH de 54,2 e 53,6%, respectivamente,
enquanto que a fracdo éter basica desta planta demonstrou fraco potencial
antioxidante (Tabela 5). Com base no resultado de atividade antioxidante da fracao
acetato de etila de T. minuta, foi determinada sua ICsp, utilizando-se para isto o
programa GraphPad Prisma. Obteve-se um resultado de ICsy de 29,5 pg/mL (Figura
14) caracterizando-se assim que esta fracdo possui um elevado potencial
antioxidante e deve ser objeto de estudos futuros para o isolamento dos compostos

mais ativos.

Tabela 5 - Resultados dos testes de atividade antioxidante pelo método do DPPH.

AMOSTRA [500 pg/ mL] % INIBICAO DO DPPH
Oleo essencial de Tagetes minuta 20,4
Fracao acetato de etila de Tagetes minuta 97,8
Extrato bruto metandlico de Equisetum giganteum 54,2
Fracao éter acida de Equisetum giganteum 53,6
Fracdo éter basica de Equisetum giganteum 20,8

Fonte: Autora (2019)



Figura 14 - Capacidade antioxidante da fracdo acetato de etila de T. minuta expressa como ICsq
(Mg/mL).
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Fonte: Profa. Dr2. lonara Irion Dalcol (2019)
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5- CONCLUSAO

De acordo com os objetivos propostos, obteve-se o 6leo essencial da Tagetes
minuta coletada no inverno em Santana do Livramento, RS. Este 6leo essencial
apresentou em sua constituicdo 84% de diidrotagetona, composto este que devera
ser utilizado futuramente para continuidade dos estudos quanto a sua atividade
biologica e para a obtencéo de derivados ativos.

Foram realizadas as avaliagfes das atividades antioxidantes pelo método do
radical livre DPPH dos extratos e fracées de Equisetum giganteum e Tagetes minuta
e do Oleo essencial de Tagetes minuta. Dentre os extratos e frac6es analisados, o
melhor resultado de atividade antioxidante foi obtido com a fracédo acetato de etila de
T. minuta, que apresentou uma ICso de 29,5 ug/mL.

Os testes fitoquimicos de Tagetes minuta na fracdo acetato apresentou a
presenca de alclaoides, flavonides, esteroides e taninos e na planta E. giganteum foi
possivel observar mais classes no extrato bruto metandlico, sendo elas alcaloides,
esteroides, fenois, taninos, flavonides. Na fracao éter acida observou a presenca de
alcaloides, fenois, esteroides, antocianinas e taninos. Na fracdo éter béasica de

Equisetum foi possivel determinar a presenga de alcaloides.
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7-  ANEXOS
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