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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar a extracdo de lignanas e outros
compostos fendlicos do farelo de linhaca desengordurado e avaliar a atividade
antifngica dessas fracbes frente a fungos leveduriformes do género Candida.
Obteve-se 0 extrato bruto através de maceracdo com solucdo hidroalcolica. O
extrato bruto foi hidrolisado em condicbes basicas e &cidas, objetivando-se o
isolamento  de heterosideos e agliconas, respecitvamete. A lignana
secoisolariciresinol diglicosideo foi quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O flavonoide herbacetin diglicosideo e a lignana anidrosecoisolariciresinol
foram identificados por espectrometria de massas. A avaliacdo da atividade
antifungica foi realizada in vitro e foi observado que tanto o extrato bruto como o
extrato obtido por hidrélise alcalina inibiram o desenvolvimento de Candida krusei
CK 02 e Candida parapsilosis RL 20 na concentragdo de 500 pg/mL. O extrato
obtido por hidrolise acida, na mesma concentracdo, apresentou atividade inibitoria
frente a Candida krusei CK 02, Candida parapsilosis RL 20 e Candida tropicallis
ATCC 750. A investigacao das condigdes de hidrélise acida, a melhor caracterizagao
de seus componentes e a avaliagdo da acéo antifingica dos extratos frente a outros

géneros de fungos constituem perspectivas para trabalhos futuros.

Palavras-chave: linhaca (Linum usitatissimum L.), lignanas, secoisolariciresinol,

antifingicos, Candida.






ABSTRACT

The aim of the present work was carry out the extraction of lignans and other
phenolic compounds from defatted flaxseed meal and evaluate the antifungal activity
of these fractions against yeast fungi of Candida genus. The crude extract was
obtained by maceration with a hydroalcoholic solution. The crude extract was
hydrolyzed in basic and acidic conditions, aiming the isolation of glycosides and
aglycones, respectively. Secoisolariciresinol diglucoside was quantified by high-
performance liquid chromatography. The flavonoid herbacetin diglucoside and the
lignan anhydrosecoisolariciresinol were identified by mass spectrometry. The
avaliation of antifungal activity was performed in vitro and it was observed that both
the crude extract and the extract obtained by alkaline hydrolysis inhibited the
development of Candida krusei CK 02 and Candida parapsilosis RL 20 at a
concentration of 500 ug/mL. The extract obtained by acid hydrolysis, in the same
concentration, showed inhibitory activity against Candida krusei CK 02, Candida
parapsilosis RL 20 and Candida tropicallis ATCC 750. The investigation of acid
hydrolysis conditions, a better characterization of its components and the avaliation
of antifungal activity against other fungi genera represents good potencial for future

work.

Keywords: flaxseed, (Linum usitatissimum L.) lignans, secoisolariciresinol,

antifungals, Candida.
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A extraordinaria complexidade quimica encontrada na natureza tem sido por
muito tempo o alicerce de novas descobertas no campo das moléculas bioativas, e
sem duvida € uma das fontes mais preciosas para o desenvolvimento de novos
medicamentos. A0 mesmo tempo, representa um enorme desafio do ponto de vista
da elucidacéo estrutural e da separagcao de seus componentes.

A investigacdo das propriedades quimicas e bioldgicas de produtos naturais
vem sendo facilitada a medida que novas tecnologias sdo colocadas a disposi¢céo
dos pesquisadores, permitindo que esses produtos sejam explorados de forma mais
rapida e eficiente. Empregando-se as técnicas atuais de separacao, identificacdo e
guantificacdo, consegue-se muitas vezes determinar a composi¢cdo quimica de uma
amostra em uma fracdo menor do tempo que seria necessario a uma ou duas
décadas atras (VALLI et al., 2012).

O linho (Linum usitatissimum L.) € uma planta utilizada desde a antiguidade
para a obtencao de fibras empregadas na fabricacéo de tecidos, e também para fins
alimentares, pois sua semente, a linhaca, possui elevado valor nutricional (SIMOES
et al., 2004).

O Oleo extraido da linhaca contém alto teor de &cidos graxos insaturados,
entre os quais predomina o acido a linolénico. Ao ser exposto ao ar, o 6leo sofre um
processo de oxidacdo e polimerizacao, sendo por isso empregado nas inddstrias de
tintas e vernizes (SIMOES et al.,2004).

Além do elevado conteudo de 6leo (cerca de 40%), as sementes sao ricas em
proteinas (20 a 25%) e fibras sollveis (3 a 10%). S&o também fontes de diversos
compostos fendlicos, especialmente lignanas, as quais sdo encontradas em niveis
centenas de vezes maiores do que em qualquer outro alimento de que se tenha
conhecimento (FRANK et al., 2004). Apés o0 processamento da semente para
obtencdo do dleo, resta a chamada “torta” ou “farelo” de linhaga, constituida por
fibras, proteinas, amido, pequeno teor de gordura e altissimo teor de compostos
fendlicos, que permanecem na semente processada por serem insoluveis no 6leo
extraido. Esse subproduto da extracdo do Oleo € utilizado na producéo de racdes
para alimentacdo animal, e em muito pequena escala, para uso como suplemento
alimentar humanao.

Aumentar o valor de um produto através do seu processamento, obtendo
derivados isolados de maior valor econdémico, se constitui em uma forma

interessante de gerar riqguezas. A extracdo de lignanas e demais compostos



20 Introducéo

fendlicos da linhaga, desde que justificada por pesquisas que demonstrem
propriedades biolégicas importantes e promissoras, poderia resultar em uma
atividade economicamente viavel.

Lignanas representam um grupo de compostos fendlicos formados pela
dimerizacdo de unidades fenilpropandides, através do acoplamento oxidativo do
acido cinamico ou seus derivados, originando uma estrutura baseada no esqueleto
do 2,3 difenilbutano (SIMOES et al., 2004). S&o substancias universalmente
distribuidas no reino vegetal, especialmente nas sementes, raizes, frutos e partes
lenhosas de plantas vasculares, e se supde que estejam relacionadas com a
interacdo entre plantas (alelopatia) e defesa contra fungos e insetos herbivoros
(SIMOES et al., 2004; SAARINEN et al, 2005; ; HYVARINEN; PIHLAVA;
HIIDENHOVI, 2006; ZHANG et al., 2007).

As lignanas mais comumente encontradas na semente da linhaga s&o o
secoisolariciresinol, isolarinresinol, matairesinol e pinoresinol, na forma de
glicosideos e oligdmeros esterificados com o acido 3-hidroxi-3-metilglutarico. Dentre
essas, a lignana presente em maior concentracao € o secoisolariciresinol, na forma
de diglicosideo (FRANK et al., 2004). Também sédo encontrados acidos fenolicos e
flavonoides (STRUIJS et al., 2007; YUAN et al., 2008).

As lignanas possuem varias atividades biolégicas comuns a outros compostos
fendlicos, talvez a mais conhecida e relatada seja a acdo antioxidante (HU; YUAN;
KITTS, 2009). Estudos também tém demonstrado uma acdo estrogénica similar a
das isoflavonas (WUTTKE et al., 2003), atividade anticarcinogénica, antidiabética e
antiaterogénica (PRASAD, 2000; 2001; CHEN et al, 2003; BLOEDON;
SZAPARY,2007; LI et al., 2008). Alguns estudos apresentam resultados divergentes,
0 que leva a crer que novas pesquisas sao necessarias para esclarecer melhor o
papel das lignanas na saude humana (FRANK et al., 2004).

A atividade antimicrobiana das lignanas também vem sendo alvo de estudos.
Extratos alcodlicos de Podophyllum peltatum contendo podofilotoxina ja vém sendo
empregados no combate ao papiloma virus desde 1942 (CHARLTON, 1998).

Em um estudo com farinha de linhacga integral, foi encontrada uma atividade
fungistatica equivalente a 0,2% de acido propiénico, quando esta era usada na
concentracéo de 12% na fabricacdo de macarrdo fresco. Os autores, no entanto,
nao avaliaram quais componentes da farinha seriam os responsaveis pela atividade
relatada (XU et al., 2008).
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As infecgcbes causadas por fungos podem ser extremamente graves,
principalmente em pacientes imunossuprimidos, nos quais esse tipo de infeccéo
pode representar um risco a vida. Existe ainda a preocupante questdo do surgimento
de cepas resistentes aos farmacos tradicionalmente empregados na terapia, o que
torna a procura e o desenvolvimento de moléculas com atividade antifingica de
imensa importancia para o desenvolvimento de novos medicamentos (LIMA et al,
2006; DA SILVA, 2010).






2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo utilizar um residuo industrial — farelo de
linhaga desengordurado — extrair, identificar e quantificar os compostos fenolicos
presentes, especialmente lignanas, e avaliar a atividade antifingica in vitro desses

extratos.
2.2 Objetivos Especificos

v' Desenvolver metodologia para a extracdo do extrato bruto do farelo de
linhaca desengordurada compativel com escalonamento industrial.

v Desenvolver metodologia para realizar a hidrélise alcalina do extrato bruto
e obter lignanas e compostos fendlicos na forma de glicosideos.

v' Desenvolver metodologia para realizar a hidrélise acida do extrato bruto e
obter lignanas e &cidos fendlicos na forma de agliconas.

v Avaliar de forma qualitativa e quantitativa os extratos obtidos.

v' Determinar a atividade antifingica do extrato bruto e das fracGes

hidrolisadas, frente a fungos leveduriformes do género Candida.
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3.1 Linho e Linhaca

As primeiras indicacfes do uso do linho como fonte de fibras téxteis datam de
mais de 30.000 anos (KVAVADZE et al., 2009). A sua utilizacdo na alimentacao
humana também remonta aos primordios da civilizacao, quando através do cultivo e
manejo, comegaram a serem desenvolvidas as primeiras variedades de maior
produtividade e com sementes maiores (ALLABY et al., 2005).

Sua distribuicdo original incluia a regido da mesopotamia, onde se espalhou
para regides do delta do Nilo, Europa central, até chegar a China e india a cerca de
5.000 anos. Hoje o linho € extensivamente cultivado no Canada, China, RuUssia,
Estados Unidos e regides temperadas da América do Sul, especialmente na
Argentina.

O cultivo do linho ja foi bastante difundido no Rio Grande do Sul, com uma
area plantada de mais de 50.000 hectares, valor que praticamente caiu a zero na
década de 90 do século passado. Nos ultimos anos tem havido um crescimento
consideravel na area cultivada, sendo uma alternativa para as lavouras de trigo
como cultivo de inverno (EMATER, 2014).

O linho faz parte do género Linun, familia Linaceae, da qual existem mais de
duzentas espécies descritas. Algumas sdo plantas perenes, mas o linho é uma
planta anual, com um ciclo de aproximadamente cem dias, que se adapta bem a
climas temperados (ALLABY et al., 2005).

Existem dezenas de variedades, algumas destinadas exclusivamente para a
producéo de fibras, outras voltadas para a producdo de semente e 6leo.

As variedades de linhagca marrom e linhaca dourada diferem muito pouco em
termos de composicdo quimica do Oleo, entretanto a linhaca marrom possui uma
casca mais espessa, 0 que pode significar diferencas mais acentuadas em termos
de compostos fendlicos, pois é sabido que estes sdo encontrados em maior
quantidade nessa parte da semente (STRUJIS et al., 2008; TOURE et al., 2010).

A concentracdo de lignanas no linho varia consideravelmente conforme a
parte da planta analisada, sua localizacdo geografica, e também de acordo com o
método de extracdo e a forma de quantificacio (STRUJIS et al., 2008; TOURE;
XUEMINH 2010).

As principais lignanas encontradas na linhaga, segundo FRANK et al., 2004

sdo o0 secoisolariciresinol (SECO), isolarinresinol, matairesinol e pinoresinol, na
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forma de glicosideos e oligbmeros esterificados com o acido 3-hidroxi-3-
metilglutarico (HMGA). A lignana presente em maior concentracdo € o
secoisolariciresinol diglicosideo (SDG).

Segundo TOURE e XUEMING (2010) a semente de linhaga contém entre 0,7
a 1,9% de SDG. Por outro lado YUAN e colaboradores (2008) relatam que a farinha
desengordura pode conter entre 0,6 a 2,9% de SDG, o0 que corresponde a um teor
de SECO entre 0,30 a 1,50%. Em estudo realizado por ELIASSON (2003) ao
guantificarem compostos fendlicos de 27 variedades de linhagca cultivadas na
Suécia, foram encontrados valores de (+)-SDG variando entre 1,19% (variedade
Lager) e 2,59% (variedade Jupiter). Nesse mesmo artigo, 0s autores quantificaram o
enantibmero minoritario (-)-SDG e o encontraram em teores variando entre 0,22%
(variedade Niagara) a 0,50% (variedade SWA9101). Considerando a soma dos dois
enantibmeros, a variedade que apresentou a maior concentracao de lignana foi a
Japiter, com 2,93% de SDG na semente.

As lignanas presentes na linhaca formam uma macromolécula (oligbmero ou
polimero, depende do autor), onde o HMGA serve de elo entre as unidades de SDG.
Também fazem parte dessa estrutura os acidos ferdlico e p-coumarico, ambos na
forma de glicosideos e geralmente incorporados nas por¢gbes terminais da
macromolécula, também através de ligacdes éster (STRUIJS, 2009). A

macromolécula e alguns de seus componentes estao representados na Figura 1.
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Figura 1: compostos fendlicos da linhaca (1) secoisolariciresinol diglicosideo (SDG);
(2) acido p-coumarico e acido ferulico glicosilados; (3) oligdbmero de SDG com o
acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMGA).
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A presenca de outros compostos fendlicos, como flavonoides, vem sendo
motivo de estudo h& algum tempo. Relatos de herbacetin diglicosideo (HDG) da
ordem de 0,2% foram relatados por (STRUIJS, 2009). Em um artigo publicado
recentemente (FLINIAUX, 2014) foi encontrado um valor de 0,57% para este
flavonoide. De acordo com os dois artigos, a molécula de HDG compde a estrutura
da macromolécula da mesma forma que o SDG, porém em menor gquantidade. A

Figura 2 esquematiza a estrutura da macromolécula com a incorporacéo do HDG:

HOHC O
| H—( »— < —oH
HO 0. A OH \ /\ /\_/
z - ‘

0=C—CH—C—CHC=0 /

0 o 0 Chg 0 0 00 o

Figura 2: por¢do da macromolécula em que uma das unidades formadoras do
oligbmero é HDG.

A variacdo na quantidade de HDG observada entre as duas publicagcbes pode
ser atribuida a matéria vegetal utilizada. Enquanto a primeira utilizou o farelo

desengordurado, a segunda utilizou a casca das sementes.
3.2 Lignanas e Ligninas

As ligninas estdo entre as biomoléculas mais abundantes da natureza, sua
guantidade na superficie da Terra sé é inferior a dos carboidratos. Associadas a
celulose, contribuem para a rigidez e resisténcia mecanica de troncos, caules, raizes
e folhas de todas as plantas vasculares. Sdo macromoléculas poliméricas, de
elevado peso molecular, constituidas pela unido de milhares de unidades
fenilpropanicas (SIMOES et al., 2004). Segundo a mesma referéncia, as lignanas,
por outro lado, sdo moléculas menores, também largamente espalhadas na
natureza, resultantes do metabolismo secundario de plantas e responsaveis por
inmeras atividades biolégicas importantes.

Quimicamente, podem ser descritas como dimeros formados pela unido de

duas unidades fenilpropanicas, ligadas através do carbono 8 (também designado
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carbono B). Outra definigdo as descreve como sendo derivadas do 1,4-diarilbutano
(SAINVITU et al., 2012). A Figura 3 ilustra a definicéao.

5 6 g @
CHs
v 3
4
17
3 2

M (2)

Figura 3: (1) unidade fenilpropanica e (2) esqueleto de lignana mostrando a ligagéo
entre os carbonos 3.

A Dbiossintese das ligninas e lignhanas se inicia com a conversao da
fenilalanina em &cido cindmico. Através de varias etapas, o acido cindmico origina
os trés mais importantes monoligndis, alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool
coumarilico. A Figura 4 mostra algumas etapas dessa biossintese enquanto na

Figura 5 sdo mostradas as estruturas dos monolignais.
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acido p-coumarico alcool p-coumarilic

Figura 4: formacdo do A&lcool p-coumarilico através da rota biossintética dos
fenilpropanoides.

OH /OH OH
=z “Z =z
A |/\
H-C
2 \/\o NG ol
OH OH CHjy OH CHs
1 2 3

Figura 5: (1) alcool coumarilico (2) alcool coniferilico, (3) alcool sinapilico.
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O acoplamento de duas unidades de alcool coniferilico, através de uma
reacdo que envolve a formacéo de um radical estabilizado por ressonéancia, origina o

pinoresinol, como se observa na Figura 6.
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Figura 6: sintese do pinoresinol pelo acoplamento de duas unidades de alcool
coniferilico.

7z

O pinoresinol é biotransformado em outras lignanas, incluindo o

secoisolariciresinol, conforme Figura 7:

HO ¢
OCH;
(+}-Pinoresinol (+}-Lariciresinal

(+}-Secoisolariciresino
Figura 7: biossintese de lignanas a partir do pinoresinol.
A ligacdo de varias centenas de unidades de monoligndis através de

acoplamentos oxidativos da origem as ligninas, polimeros de elevada massa

molecular e alta complexidade quimica, conforme Figura 8.
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Figura 8: Representacdo de um segmento do polimero de lignina.

Com a descoberta de novas estruturas unidas diferentemente, e com graus
variados de oxidagao, termos como neolignanas, alolignanas, norlignanas entre
outros, foram adotados para melhor classificar essa crescente familia de compostos
naturais (SIMOES et al., 2004).

Na Figura 9 estdo apresentadas as estruturas de algumas lignanas de

ocorréncia frequente.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://2008.igem.org/Team:Wisconsin/Project&ei=i1BFVf2ZCsbisASRooC4DQ&bvm=bv.92291466,d.cWc&psig=AFQjCNGFjbIr3dKHTA09zLfvJcOKtLJvxA&ust=14306598270740
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Figura 9: Estruturas de algumas lignanas de ocorréncia frequente.
3.2.1 Atividade Estrogénica e Antitumoral

Vérios estudos demonstram que o consumo regular de lignanas pode ser
benéfico para aliviar os sintomas da menopausa, além de reduzir a incidéncia de
20009).

estruturalmente se assemelham ao estradiol, sendo por isso capazes de ligarem-se

cancer Fitoestrégenos sdo moléculas que

de mama (LIU et al.,

aos receptores estrogénicos, (ERa e ERP), com uma ag&o agonista sobre os

mesmos. Na Figura 10 estdo apresentadas as relagbes estruturais entre

fitoestrégenos e estradiol.
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Figura 10: Comparagdo entre as formulas estruturais da genisteina, enterolactona e
estradiol, evidenciando a disposi¢cdo das hidroxilas responsaveis pela interacdo com
0S receptores estrogénicos.

Na Figura 11 estdo apresentadas algumas classes de fitoestrégenos.
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Figura 11: Classes e estruturas de alguns fitoestrogenos.

As lignanas apresentam atividade estrogénica, mais especificamente o0s
metabolitos produzidos pelos microrganismos intestinais.

Secoisolariciresinol, pinoresinol, lariciresinol, e matairesinol sdo extensamente
metabolizados pela microbiota intestinal humana, originando as chamadas
enterolignanas. Apenas tracos de SDG sado detectados no sangue ou na urina apos
sua ingestao (LIU et al, 2009; RAFAELLI, 2002). Na Figura 12 pode-se observar a

conversédo do SDG nas enterolignanas pela acdo das bactérias intestinais.
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Figura 12: Biotransformacao do SDG em enterodiol (ED) e enterolactona (EL).
3.2.2 Atividade Antioxidante

A capacidade de neutralizar radicais livres é uma propriedade conhecida de
inUmeros compostos fendlicos, e esta diretamente relacionada com a possibilidade
gue estas moléculas apresentam de deslocalizar elétrons através de formas de
ressonancia envolvendo o anel aromatico. Em um estudo realizado por Hu e
colaboradores (2007), avaliou-se a acao antioxidante in vitro de SDG, SECO, ED e
EL através do ensaio com DPPH:, onde foi demonstrado que SDG e SECO eram
ativos na faixa 25-200 yM, enquanto ED e EL ndo se mostraram efetivos nas
mesmas concentracfes. A explicacdo que os autores oferecem para a baixa

atividade desses metabolitos é a inexisténcia dos grupamento 3-metoxido-4-

hidroxila, presente nas lignanas, mas ausente nas enterolignanas.
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Por outro lado, no mesmo artigo, os autores demonstraram que SDG, SECO,
ED e EL foram capazes de impedir o dano ao DNA induzido por um azo composto
gerador de radicais livres (2,20-azo-bis(2-amidinopropano) dicloridrato), concluindo
gue as enterolignanas sdo também providas de atividade antioxidante.

De acordo com PATEL e colaboradores (2012), em estudo de revisao, SDG,
EL e ED se mostraram muito ativos na eliminag&o de radicais livres in vitro, tanto em
meio aquoso como em meio lipidico. As trés moléculas foram capazes de inibir
significativamente a peroxidagdo do &cido linoléico. Por outro lado, enterodiol e
enterolactona ndo foram capazes de prevenir o dano ao DNA por exposi¢cdo ao

peréxido de hidrogénio.
3.2.3 Atividade Antilipidémica

Em uma meta analise que avaliou 28 publicacdes no periodo de 1990 e 1998
referentes ao efeito da administracéo de linhaca (6leo, sementes, ou suplementos
enriguecidos com lignanas) no perfil lipidico de homens e mulheres, concluiu-se que
a semente de linhaca integral ou suplementos contendo lignanas, mas néo o 0leo,
resultou em diminuicao do colesterol total e do LDL, sem alteracdes estatisticamente
significativas no HDL e nos trigliceridios. Segundo os autores, as lignanas da linhaca
e as fibras sollveis (presentes na semente e nos suplementos, mas ndo no 6leo)
sao o0s provaveis responsaveis pelos efeitos observados. Nao foi possivel determinar
se as lignanas sozinhas resultariam em efeitos similares, pois ha poucos estudos
disponiveis (PAN et al., 2009).

3.2.4 Atividade Antidiabética

Existem evidéncias de que o SDG pode prevenir o desenvolvimento da
diabete mellitus tipo Il. Em um estudo promovido por PRASAD (2000) ratos Zucker
foram divididos em grupos. Sabe-se que sem tratamento, esse tipo de rato
desenvolve diabetes tipo Il por volta dos 70 dias de vida. Um dos grupos recebeu
suplementacdo de SDG equivalente a 40 mg/kg do peso corporal, administrada
oralmente. ApOs setenta e dois dias, 100% dos ratos que ndo receberam
suplementacao desenvolveram diabetes, contra apenas 20% dos ratos tratados com
SDG. O autor sugere que espécies reativas de oxigénio e processos oxidativos
podem estar relacionados ao desenvolvimento da diabetes tipo |l.
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3.2.5 Atividade Antimicrobiana

A atividade antifungica da linhaca foi investigada por XU e colaboradores
(2008), em um estudo que analisou a adicdo de farinha de linhaca integral na
preparacdo de macarrdo e o efeito inibitério sobre o crescimento de Penicillium
chrysogenum, Aspergillus flavus, Fusarium graminearum e Penicillium sp. Os
pesquisadores concluiram que a adicdo de 15% de farinha de linhaca era
equivalente a inibicdo produzida por 0,2% de &acido propiénico. Nesse artigo foi
sugerido que a farinha de linhaca poderia ser usada como um ingrediente
multifuncional, tanto pelos beneficios a salde como também pela atividade
fungistatica encontrada. Nao foi feita nenhuma investigacdo para determinar qual ou
guais 0s compostos que seriam 0s responsaveis pela atividade observada.

Em um estudo realizado por HWANG (2001), a lignana lariciresinol mostrou
potente atividade antifiingica em cepas de Candida albicans, Trichosporon beigelii e
Malassezia furfur, com uma Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de 25, 12,5 e 25
Mg/mL respectivamente. Os autores sugerem que 0 mecanismo de acgao se relaciona
com interagdo na membrana plasmética fungica e seu rompimento.

CHO e colaboradores (2007) avaliaram a inibicdo do crescimento de fungos
fitopatogénicos por trés lignanas isoladas de extrato metandlico de sementes de
Myristica fragrans e identificadas como austrobailignana, acido dihidroguaiaretico e
nectandrina. A atividade antimicrobiana foi atribuida a inibicdo do crescimento do
micélio fangico, com um ICso de apenas 20 ppm de &cido dihidroguaiarético para o
caso da inibi¢cdo do crescimento de Fusarium oxysporum.

MORAES e colaboradores (2015) investigaram a atividade antifingica de
fracOes sollveis e insoluveis em agua de polifendis obtidos de cascas de Uncaria
tomentosa, contra cepas de candidas. O estudo concluiu que a fracdo insoluvel
apresentava significante atividade antifingica em varias espécies de candida
resistentes a terbinafina, fluconazol e anidulafungina. Alteracdes microscoépicas e
fisico-quimicas visiveis na parede celular indicaram ser este o principal alvo de acéo
dos compostos.

KOROISHI e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antifingica
(antidermatofita) de neolignanas obtidas de extratos de Piper regnellii. O trabalho
utilizou a técnica de microdiluicdo, sendo que o extrato hidroalcoolico apresentou

forte atividade para os fungos Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
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Microsporum canis, e Microsporum gypseum, com CIMs de 15,62, 15,62, 15,62 e
62,5 ug/ml, respectivamente. O estudo concluiu assim, que esta planta pode ser
utilizada por seu potencial antifingico, e que apos estudos preliminares de
validacédo, prosseguir com o seu uso medicinal.

DA SILVA (2010) avaliou a atividade antifungica de extratos de Ocotea
acutifolia, rico em alcaloides, apresentando potencial efeito fungitoxico. A
concentracdo inibitéria minima do extrato alcaloidico contra as cepas de Candida
glabrata, Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans foi de 7,8 pg/mL. Para o
extrato etanolico das folhas e cascas do caule, os melhores resultados foram frente
a C. neoformans (62,5 ug/mL) e para C. tropicalis (15,6 pg/mL), respectivamente.

Em um estudo de reviséo sobre a atividade antiviral de lignanas, realizado por
CHARLATON (1998), o autor relata que extratos alcodlicos de Podophyllum
peltatum contendo podofilotoxina vém sendo empregados no combate ao papiloma
virus desde 1942. Segundo o mesmo autor, derivados dessa lignana apresentaram
atividade sobre o virus da herpes HSV-1. Ha varios mecanismos de atividade
antiviral associados com lignanas, incluindo a ligacdo a tubulina, a inibicdo da

transcriptase, a inibicdo da integrase, e a inibicdo da topoisomerase.
3.3 Métodos de Extracao

A extracdo de compostos de interesse de matérias vegetais depende de
alguns fatores basicos. A polaridade da molécula, sua estabilidade térmica e
oxidativa, sua concentracdo na amostra e a eficiéncia desejada para 0 processo
(PRISTA et al.; 2008).

A polaridade da molécula vai determinar o tipo de solvente a ser empregado.
Heterosideos e demais compostos de alta polaridade séo extraidos com agua ou
misturas hidro-alcoolicas, Oleos fixos como hexano ou ciclo-hexano. Entre esses
dois extremos h& uma vasta gama de possibilidades. Definida a polaridade do
solvente, é preciso avaliar seu custo, toxicidade, impacto ambiental e facilidade de
remocao apods a extracéo (SIMOES et al., 2004).

Se as moléculas de interesse sdo sabidamente estaveis, pode-se empregar
aguecimento para facilitar a extragdo, aumentar o rendimento ou diminuir o tempo
necessario para o processo. O aumento da temperatura favorece a dissolucao tanto
por diminuir a viscosidade do liquido, permitindo uma melhor penetragdo no material

vegetal, como também pelo aumento da entropia do soluto. Para exemplificar, a
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solubilidade da cafeina em agua é de 21,7 g/L a 25°C e 660 g/L a 100C (O'NEIL,
2006 ).

Quando a matéria vegetal € escassa ou se a substancia a ser extraida se
encontra em baixa concentracdo, técnicas de extracdo exaustivas como a

percolacdo ou Soxhlet sdo preferiveis & maceracéo (SIMOES et al., 2004).
3.3.1 Extrato Bruto

O extrato bruto € constituido por todas as substancias solUveis no solvente
escolhido para a extracdo. Sendo assim, sua composi¢ao sera definida em grande
parte pela polaridade do solvente. Extratos brutos obtidos com agua irdo conter
acucares, proteinas, e ions inorganicos. Apenas compostos organicos muito polares
estardo presentes, sendo possivel encontrar heterosideos, taninos, catequinas,
antocianinas. Em pH &cido s&o extraidos alcaloides e em pH basico acidos
carboxilicos e compostos fendlicos, caso o pH seja superior a 10. No extremo
oposto, extratos obtidos com hexano s6 poderdo conter moléculas muito apolares,
como gorduras, ceras, resinas, terpenoides, esteroides e correlatos. Dessa forma, o
solvente permite que se faca uma selecédo do tipo de moléculas que serao obtidas,
mesmo assim, dependendo do material vegetal, um extrato bruto pode conter varias
dezenas de substancias quimicas diferentes (PRISTA et al.; 2008). A macromolécula
formada pelo SDG e demais compostos fendlicos é bastante hidrofilica, e sua
extracdo deve ser efetuada com solventes de elevada polaridade. A observacao de
sua estrutura, onde as unidades de glicose se estendem por toda a extensao, faz
parecer que a agua poderia ser um solvente apropriado para a extragdo. No entanto,
a agua nao é o solvente ideal, tendo em vista que a solubilidade da macromolécula é
de aproximadamente 0,50 g/L, dependendo de sua exata composicdo e peso
molecular. Alcodis de cadeia curta como metanol ou etanol apresentam elevada
polaridade, mas ainda n&o sdo suficientemente polares para interagir e solvatar as
unidades de glicose que compde a estrutura da macromolécula, resultando em baixa
solubilidade. A extracdo é facilitada pela utilizacdo de misturas contendo de 20 a
30% de agua em solvente organico polar (CHAVAN, AMAROWICZ, 2013).

Entre as misturas empregadas pode-se citar metanol 70% (SAINVITU et al.,
2012), etanol 70% (ZHANG et al., 2007), acetona 70% (WILLFOR, SMEDS,
HOLBOM, 2006).
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Apés a extragdo da macromolécula, € necessério realizar a sua hidrdlise, de

forma a liberar os compostos fendlicos para uma posterior analise e quantificacao.
3.3.2 Hidradlise Alcalina

No processo de hidrélise alcalina, uma solu¢do de uma base forte, geralmente
hidroxido de sédio, realiza a quebra da ligacao éster. A hidrolise é realizada pelo ion
OH’, conforme mecanismo mostrado na Figura 13.
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Figura 13: Mecanismo da hidrélise alcalina de ésteres

Nessa reagao, o anion OH nao é apenas um catalisador, mas é consumido
no processo com formacdo de um sal de &cido carboxilico. A concentracdo de OH" e
a temperatura influenciam na velocidade da reacdo (ALLINGER et al., 1976). A
formacdo do anion carboxilato, estabilizado por ressonancia, determina uma reacao
termodinamicamente favoravel, com energia livre negativa, tornando a reacao
guantitativa (ALLINGER et al., 1976; HENDRICKSON, CRAM, HAMMOND, 1970).

Essa reacao também é conhecida como saponificacéo.
3.3.3 Hidrolise Acida

A reacdo de desesterificacdo em meio acido geralmente ndo € quantitativa, ja
gue nesse caso se forma um acido carboxilico, que ndo pode assumir as mesmas
formas de ressonéncia do anion carboxilato. Como consequéncia, a variagao de
entalpia da reacdo € proxima de zero, como também é a variacdo de entropia
(resultando em AG = 0). O equilibrio sera definido pela concentragdo dos reagentes,
se a agua estiver em maior concentracao ira predominar a reacao de hidrdlise,

porém se a reacgdo for feita em meio alcodlico, o equilibrio ir4d se deslocar para a
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formacdo do éster. (ALLINGER et al., 1976; HENDRICKSON, CRAM, HAMMOND,

1970). Na Figura 14 observa-se um exemplo de hidrolise de éster catalisada por
acido.
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Figura 14: Mecanismo de hidrolise acida de ésteres.

3.3.4 Hidrdlise de Ligacdes Glicosidicas

As ligacOes glicosidicas séo ligacdes do tipo acetal. Sdo semelhantes a uma
ligacdo éter, com a diferenca de que o oxigénio que liga o acucar a aglicona
apresenta maior reatividade pelo efeito retirador de elétrons provocado pela acéo
dos oxigénios vizinhos (ALLINGER et al., 1976; HENDRICKSON, CRAM,
HAMMOND, 1970). A hidrélise alcalina de um éster envolve a formacdo de um
intermediario tetraédrico, situacdo que ndo é possivel em um acetal, pela auséncia
da carbonila. Um acetal ndo pode ser hidrolisado por bases, essa € uma reacéo que

se processa apenas em meio acido. A Figura 15 mostra o mecanismo dessa reacao.
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Figura 15: mecanismo da reagao de formacéo de acetal.
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Em um monossacarideo existe uma funcdo aldeido (ou cetona) e varias
hidroxilas alcodlicas. Nesse caso, carboidratos contendo cinco ou mais atomos de
carbono sao capazes de formar ciclos ndo tensionados, formando um hemiacetal (ou

hemicetal), como apresentado na Figura 16.
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Figura 16: Formacao de hemiacetal

A reacdo é termodinamicamente favoravel, com entalpia negativa e sem
variagdo de entropia significativa (0 numero de moléculas ndo muda durante a
reacao).

A ligacdo glicosidica que une a molécula de acucar a uma aglicona envolve a
conversdo de um hemiacetal em um acetal. Nesse caso a reacéo é desfavoravel, a

7

variacdo de entropia é negativa e se estabelece um equilibrio quimico entre
reagentes e produtos.

No caso do SDG, a hidrélise acida apresenta maiores dificuldades devido ao
impedimento estérico imposto pela molécula de secoisolariciresinol. Esse
impedimento torna a velocidade da reacdo mais lenta, sendo necessario o uso de
temperaturas elevadas e maior concentracao de 4cido para que a reagcao ocorra em
um tempo razoavel.

Nas Figuras 17 e 18 sdo mostradas as etapas envolvidas no rompimento de

uma das ligacdes glicosidica do SDG.
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HO ) HO 0—CHj HO ) HO O—CHj

HO HO

Figura 17: Rompimento da ligacdo glicosidica e formacdo do ion ox6nio
intermedidario.

HO  OH

Figura 18: Reacado do ion ox6nio com a agua, formagéo de glicose e regeneracdo do
acido.

A aplicacdo de temperaturas elevadas traz algumas complicacdes na
obtencdo do SECO. Como pode ser observado na figura 18, existem duas hidroxilas
alcodlicas separadas por quatro atomos de carbonos, que podem assumir uma
posicdo em que se tornam vizinhas. Em condi¢des acidas, essas hidroxilas véo se
condensar formando um anel de tetrahidrofurano, com eliminacdo de uma molécula
de agua (Figura 19). Essa reacéao € favorecida pelo aumento da temperatura, pois a
entropia do sistema aumenta. A concentracdo do acido também influencia na
reacdo, ja que a protonacdo da hidroxila € uma das etapas necessérias para a

eliminacao de agua e o fechamento do anel (Figura 20).
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Figura 19: Aproximacao das hidroxilas para formacao de anel tetrahidrofurano.
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Figura 20: Fechamento do anel, com eliminacédo de agua e formacéo do ANSECO.

Esse novo composto, chamado anidrosecoisolariciresinol (ANSECO) ou
também shonanina (CHARLET et al.,, 2002), desperta interesse, pois é uma
molécula mais lipofilica, o que provavelmente aumente sua capacidade de
permeacao atraves de barreiras bioldgicas. Outro aspecto relacionado ao ANSECO
€ a falta de informa¢des quanto a sua biodisponibilidade e possiveis atividades
biolégicas in vivo.

Sabe-se que o0 SDG € metabolizado intensamente pelas bactérias intestinais,
originando as enterolignanas (RAFAELLI et al., 2002), mas nao foram encontrados
na literatura dados a respeito da farmacocinética do ANSECO.

Outra dificuldade relacionada ao processo de hidrélise &cida do SDG é a
presenca de glicose, que nas condi¢cdes da reacao sofre desidratacdo com formacéao
de hidroximetilfurfural (HMF) e produtos derivados de sua degradacdo e
condensacao, que conferem ao extrato uma coloracdo escura e maior dificuldade na
analise cromatografica. (LI et al., 2008).

Na Figura 21 esta apresentada a formacdo do HMF por desidratacdo da

glicose em meio acido.
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Figura 21: Desidratacdo da glicose e formacéo de HMF.
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3.4 Infec¢cdes Fungicas

As infec¢Bes fungicas sdo uma ameaca continua e importante para a saude
humana, especialmente em pacientes imunocomprometidos. A resisténcia aos
medicamentos antifingicos tem sido um grande problema, sendo necessaria a
pesquisa de novos compostos antifungicos com alta eficacia, menor toxicidade e
baixa resisténcia. Os agentes antifUngicos convencionais utilizados no tratamento de
infeccbes fungicas sdo os azdis (fluconazol, itraconazol e voriconazol), polienos
(anfotericina B e nistatina), equinocandinas (caspofungin, anidulafungina e
micafungina) e alilaminas (naftifina e terbinafina). Atualmente, os azdbis sdo os
agentes antifungicos mais utilizados, devido ao seu elevado indice terapéutico, largo
espectro de acdo e maior seguranca para 0 paciente, com reduzidos efeitos
colaterais (SEYEDEH, 2015; LIMA et al., 2006; HASHEMI et al., 2015).

Em geral as infec¢fes fungicas sdo de dificil tratamento, fato intrinsecamente
relacionado a aquisicao por parte de seus agentes etioldgicos de resisténcia frente a
acao de antifungicos. Esta resisténcia aos antifungicos € a baixa susceptibilidade
gue um micro-organismo apresenta ao agente antimicrobiano, o que € avaliado pelo
teste de sensibilidade in vitro, no qual a concentracdo inibitéria minima do farmaco
supera o limite do ponto de corte definido para este microrganismo. A resisténcia
ocorre quando as alteracdes na rota da biossintese dos esterois e da expressao do
gene ERG 11 envolvidos na sintese da enzima 14 DM reduzem o acumulo
intracelular da droga e a inativagdo da mesma (MORAES et al., 2015; ZARDO,
MEZZARI, 2004)

Quando a resisténcia ocorre sem prévia exposicdo do farmaco, é denominada
resisténcia primaria, ou entdo, quando a resposta ocorre em decorréncia da
exposicdo ao farmaco, é conhecida como resisténcia secundaria ou adquirida, sendo
dependente de uma alteracdo na expressao de genes (LIMA et al., 2006; MORAES
et al., 2015; RAMBO, 2014).

O genéro Candida é formado por 163 espécies, sendo que sao reconhecidas
como as leveduras mais usualmente envolvidas na etiologia de infecg6es micoticas.
A espécie mais importante € a Candida albicans, responsavel por 50 a 70% de todas
as infec¢bes invasivas pelo género Candida. No entanto, outras espécies podem
também estar relacionadas com processos patogénicos, tais como: C. guilliermondii,

C. krusei, C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. tropicallis. As espécies de Candida spp.
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crescem em presenca de oxigénio (aerobiose), suportam pH entre 25 e 7,5 e
temperatura de 20 °C a 38 °C, sendo que suas coldnias crescem em meio
Sabouraud e agar sangue e apresentam textura cremosa, membranosa e Umida,
nao formando hifas aéreas (CASTRO et al., 2006).

Uma grande quantidade de farmacos obtidos por sintese orgénica tém sido
utilizados no tratamento de infeccbes micoticas. Também 6leos essenciais, que
constituem o0s elementos volateis contidos em muitos 6rgdos vegetais e que
exercem defesa contra microrganismos, vém sendo testados. Sabe-se que cerca de
60% dos 6leos essenciais possuem atividades antifungicas (LIMA et al., 2006).

Devido as dificuldades encontradas no tratamento de pacientes com micoses,
devido a resisténcia aos antifungicos, € recomendavel, o isolamento do agente
responsavel pela infeccdo e a determinacdo da concentragdo inibitéria minima das
drogas passiveis de utilizacdo, determinando-se assim, drogas mais eficazes e com
menores efeitos colaterais (CASTRO et al.,2006).

E importante a adequacdo de métodos que possibilitem avaliar a
suscetibilidade antifungica devido ao aumento da resisténcia e a reducao do arsenal
terapéutico disponivel. E preciso, que o método de determinacéo seja reprodutivel,
econdmico, facil, rdpido e com boa correlagédo clinica. Os métodos disponiveis sédo
os de difusdo em disco, E-teste, métodos colorimétricos e o de macro e
microdiluicdo em caldo e de discodifusdo em &gar. Para o CLSIl, o método de
diluicho em caldo é o de referéncia, com uma reprodutibilidade acima de 90%
(ZARDO; MEZZARI, 2004).
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4.1 Reagentes e Solventes

51

Todos os reagentes utilizados na parte experimental possuiam grau analitico,

os solventes utilizados nas analises cromatogréaficas possuiam grau HPLC.

v

AN N NN Y N N U N Y N N N N

Acetato de etila P.A. (Nuclear®);
Acetona P.A. (Vetec®);

Acido cloridrico P.A. (Vetec®);

Acido férmico (Tedia®);

Acido trifluoracetico P.A. (Nuclear®);
Agua ultrapura;

Agua purificada por osmose reversa;
Dimetilsulfoxido P.A.(Merck)®;

Etanol 95 P.A. (Quimica moderana)®;
Hexano P.A. (Nuclear®);

Hidréxido de sodio P.A. (Vetec)®;
Metanol grau HPLC( Merck)®;
Metanol P.A. (Nuclear®);

Metanol P.A. (Synth)®;

Polissorbato 80 (Synth)®;
Secoisolariciresinol diglicosideo substancia referéncia (Sigma-Aldrich)®;

Secoisolariciresinol substancia referéncia (Sigma-Aldrich)®.

4.2 Equipamentos e Acessorios

<\
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Autoclave vertical Phoenix, modelo AV 50;

Balanca analitica Shimadzu;

Balanca de precisdo Denver, modelo TL 104;

Balanca semi analitica Shimadzu;

Banho de ultrasson Transsonic 460 (Elma);

CLAE Waters 2695, detector PDA Waters 2998;

Coluna Kinetex C18 (4,6mm x 250 mm, 5 pym);

Coluna C18 Hypersil Gold (2.2 mm x 100 mm, 1.9 pym);
Estufa de secagem digital com circulag&o interna (SPLABOR);
Evaporador rotatério R 114 ( Bichi);

Liofilizador modular Edwards Modulyo 4K;
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v" Membrana para filtragédo, 0,22 ym (Millipore®)3
v" Membrana para filtragdo, 0,45 um (Millipore®”
v' UPLC Waters Acquity, Q-Tof Micromass.

4.3 Material Vegetal

O farelo de linhagca (Linum usitatissimum L.) foi gentilmente cedido pela
Industria de 6leos Vegetais Giovelli, com sede na cidade de Guarani Das Missdes —
RS. A empresa faz a extracdo do 6leo com o uso de hexano, a partir de sementes
de linhaca cultivadas na regido. Ap6s a obtencdo do 6leo, que é destinado a
indastria quimica, o farelo é utilizado em formulacdes de racdes para a alimentacdo
de bovinos, suinos, equinos e aves.

Duas amostras de farelo de linhagca foram adquiridas, uma em maio de 2013
(FL1) e outra em dezembro de 2014 (FL2). As sementes utilizadas para a obtencao
do 6leo sdo armazenadas nos silos da empresa, que as recebe dos produtores da
regido. A maior parte € constituida pela variedade marrom, muito mais comum na

area de cultivo.
4.4 Obtencao do Extrato Bruto

A obtencédo do extrato bruto foi realizada utilizando-se metodologia adaptada
de Zhang e colaboradores (2007). Na referida metodologia, foi otimizado o processo
de extracdo de lighanas da linhaca através de maceracdo com misturas de
etanol/agua, temperaturas e tempo de extracdo variados. O solvente utilizado nessa
metodologia se encaixava nos aspectos de viabilidade econdmica, impacto
ambiental, toxicidade e capacidade extratora para os compostos de interesse, sendo
viavel para aplicacdo em larga escala, tendo sido por isso adotado nesse trabalho.

Na otimizacdo do processo de extracdo desenvolvido por Zhang e
colaboradores (2007), a analise das variaveis resultou em uma curva de resposta
onde a méaxima eficiéncia de extracdo foi atingida utilizando-se como solvente
etanol/agua entre 56,6-83,4%, um tempo de extracdo entre 26,7-27,9 horas e uma
temperatura entre 38,7-40,1C. Na referida metodologia néo foi estabelecida qual a
melhor relacdo droga/solvente a ser usada, utilizando-se neste trabalho uma relagéo
1:6. A determinacdo dessa relacdo € bastante relevante para a aplicacdo em um
processo industrial do ponto de vista econémico, de forma que outras proporcdes

foram testadas.
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Para a obtenc&o do extrato bruto, foi utilizado etanol a 70%, temperatura de
45C, e tempo de 24 horas. Além disso, foram testadas trés relacbes FL/solvente:
1:6, 1.5 e 1:4 com o objetivo de avaliar qual delas apresentaria o melhor
desempenho em termos de custo/beneficio em um ambito industrial.

Foram pesados 100 g das amostras FL1 e FL2 para cada uma das andlises.
O volume de etanol 70% utilizado variou de 400 mL na relacdo 1:4 até 600 mL na
relacdo 1:6. Todas as analises foram realizadas em triplicada, em um total de
dezoito experimentos.

Apés as 24 horas de maceracgdo a 45C, o extrato obtido foi filtrado a vacuo e
a massa de linhaca umida foi prensada, obtendo-se mais liquido que foi também
submetido a filtracdo a vacuo. Todo o liquido obtido de cada amostra foi recolhido
em erlenmeyer e seu volume medido em proveta graduada para avaliar a
porcentagem retida no farelo de linhaca. O extrato hidro-alcodlico foi evaporado em
rotavapor, em temperatura de 40C até a obtencdo de uma pasta viscosa.

A secagem foi feita em estufa com circulagdo forcada de ar, a uma
temperatura de 45C por 24 horas, seguido de secagem em dessecador de vidro
contendo gel de silica por 48 horas. Cada amostra foi pesada em balanca analitica,
e os valores encontrados foram usados para obter a média e o desvio padrdo
relativo.

Apoés a pesagem e aquisicdo dos dados para avaliacdo do rendimento de
cada extracdo, as amostras obtidas de FL1 foram trituradas em gral de porcelana,
dando origem ao extrato bruto 1 (EB1l), enquanto as amostras obtidas de FL2

produziram o extrato bruto 2 (EB2).
4.4.1 Hidrdlise Alcalina do Extrato Bruto

A hidrélise alcalina foi realizada utilizando-se 5,0 g do extrato bruto das
amostras EB1 e EB2. Cada amostra foi dissolvida em 200 mL de hidroxido de sédio
0,5 M. Apo6s completa solubilizagdo dos extratos, as solugdes foram aquecidas em
banho Maria até 50C e mantidas nessa temperatura por 2 horas. Apés esse periodo,
as solucdes hidrolisadas foram deixadas resfriar até temperatura ambiente e entao
neutralizadas até pH 6,0 com HCI 3 M, sendo o pH final verificado com pHmetro
digital Hanna, modelo pH 21.

Apos a neutralizacdo, os precipitados obtidos de cada amostra foram filtrados

a vacuo, lavados com trés porcdes de 50 mL de agua gelada e entdo secos em
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estufa com circulagéo forgcada de ar a 45C graus por 6 horas, sendo entao colocados
em dessecador contendo gel de silica, onde permaneceram até o dia seguinte. A
amostra obtida de EB1 produziu o extrato alcalino 1 (EAL1), a amostra obtida de
EB2 produziu o extrato alcalino 2 (EAL2). Essas amostras hidrolisadas foram
utilizadas para identificar os compostos fendlicos presentes no extrato bruto e

também na quantificacdo do SDG.
4.4.2 Hidrélise Acida do Extrato Bruto

Para a realizagdo da hidrélise acida, foram testadas diferentes temperaturas,
solventes e concentracdes de acido, de forma a verificar as condi¢des nas quais se
obtém o SECO e em gque condicbes predomina a formacdo de seu produto de
desidratacdo, o ANSECO. Cada um dos experimentos foi realizado utilizando-se 2,5
g de extrato bruto EBL1 triturado até po6 fino em gral de porcelana. O volume de
solugdo é&cida utilizada foi de 200 mL para cada amostra. Na tabela abaixo estdo

listadas as condi¢cbes experimentais testadas.

Tabela 1: Condi¢des experimentais testadas na hidrolise acida

Concentragéo Solvente Temperatura Tempo
de HCI (M)
0,60 Agua 90°C 1 hora
0,60 Agua 90°C 2 horas
1,0 Agua 50°C 6 horas
1,2 Agua 100°C 2 horas
1,2 Etanol 70% 70°C 2 horas
3,0 Agua 100°C 2 horas
) 50°C 6 horas
3,0 Agua

Apos a hidrélise, as amostras foram deixadas resfriar até atingir a temperatura
ambiente e neutralizadas até pH 6,0 com hidroxido de sodio 3 M.

Para a obtencdo do SECO e ANSECO, se fez particdo liquido/liquido
utilizando-se quatro porcbes de 60 mL de acetato de etila em cada condicdo de

hidrélise testada. A fracdo orgéanica foi evaporada em rotavapor a 40°C até quase a
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secura, o0 produto resultante foi recolhido e mantido em dessecador com silica gel

por 3 dias.
4.5 Hidrolise Acida do SDG Substancia Referéncia

Nao foi encontrado disponivel comercialmente o ANSECO substancia
referéncia. Na tentativa de investigar as condi¢es da hidrolise acida em uma matriz
menos complexa do que a existente no extrato bruto, foi feita a hidrdlise do
Substancia Referéncia SDG. Para tanto, cerca de 1 mg de SDG foi dissolvido em 5
mL de metanol, ao qual foram adicionados 5 mL de HCI 1 M.

A solucéo, contida em um Becker, foi colocada em chapa de aguecimento e o
liqguido foi evaporado até a secura, mantendo a temperatura préxima a 70C. Para
garantir a evaporacdo completa do acido, adicionou-se mais 5 mL de metanol,
novamente aquecido até a secura, o Becker foi mantido em capela de exaustdo de
gases até o dia seguinte. O residuo foi dissolvido em 1,0 mL de metanol e analisado
por CLAE.

4.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Utilizou-se da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para identificar
as moléculas de interesse SDG e SECO, através da comparacdo com os padrdes.
Para tanto foi utilizado método adaptado de SAINVITU e colaboradores (2012),
sendo a fase movel A acido trifluoracético a 0,05% em agua e a fase movel B
metanol. A analise cromatogréafica seguiu através de um gradiente linear com os
seguintes parametros: tempo 0, A 85%; 0-4 minutos, A 72%; 4-8 minutos, A 45%; 8-
12 minutos A 30%; 12-16 minutos A 30%; 16-20 minutos, A 15% e 20-25 minutos, A
15%. O fluxo foi estabelecido em 0,60 mL/min.

O equipamento utilizado foi um Waters HPLC 2695 acoplado com detector
PDA Waters 2998, coluna Kinetex C18 (4,6mm x 250 mm, 5 ym) e temperatura
constante de 25C. Todos os cromatogramas apresentados neste trabalho mostram
0s espectros no comprimento de onda de 280 nm. No eixo x o tempo é dado em

minutos e no eixo y a &rea sob a curva (AU) é dada em mV.s™.
4.6.1 Perfil Cromatogréafico dos Extratos Brutos

Os extratos brutos EB1 e EB2 foram dissolvidos em metanol, na concentragao
de 10 mg/mL, filtrados com filtro 0,45 ym e analisados por CLAE, através de

metodologia ja descrita.
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4.6.2 Perfil Cromatogréafico dos Extratos Obtidos por Hidrdlise Alcalina

Os hidrolisados EAL1 e EAL2 foram dissolvidos em metanol em uma
concentragéo de 4,0 mg/mL. As amostras foram analisadas por CLAE, utilizando-se
a metodologia ja descrita. Utilizou-se o tempo de retencdo e o espectro UV para

identificar o SDG, em comparacdo com a substancia referéncia.
4.6.3 Perfil Cromatogréafico dos Extratos Obtidos por Hidrélise Acida

Apés a reacao de hidrélise acida, as amostras de cada condicao experimental
testada foram dissolvidas em metanol em uma concentragdo de 4,0 mg/mL. As

amostras foram analisadas por CLAE, utilizando-se a metodologia ja descrita.
4.6.4 Perfil Cromatografico da Hidrolise Acida do SDG Substancia Referéncia

A amostra contendo o SDG substancia referéncia submetido a hidrdlise acida
foi analisada por CLAE conforme a metodologia ja descrita. O cromatograma obtido
foi comparado com os cromatogramas contendo os padrbes SDG e SECO, tempo
de retencgdo e espectro UV foram usados para investigar o resultado da hidrolise.
4.6.5 Perfil Cromatografico da Mistura dos Padrées SDG, SECO e do SDG
Hidrolisado

Foram misturados 100 yL de SDG hidrolisado, 50 uyL de SDG substancia
referéncia (1 mg/mL) e 50 yL de SECO (1 mg/mL) substancia referéncia. Apos

homogeneizacéo, foi feita a analise por CLAE.
4.6.6 Curva de Calibracdo do SDG Substancia Referéncia

A curva de calibragéo foi efetuada através da injecdo do SDG substancia
referéncia dissolvido em metanol, nas concentra¢cdes de 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8
mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,2 mg/mL. As solucbes foram preparadas atraveés da pesagem
de 1,60 mg do SDG em balanca analitica de cinco casas, dissolu¢cdo em 0,80 mL de
metanol, resultando em uma solugdo de concentragdo 2,0 mg/mL, que foi
posteriormente diluida com o0 mesmo solvente para obter as concentracdes

desejadas. As amostras foram injetadas no CLAE, e as andlises feitas em triplicata.
4.6.7 Quantificacdo do SDG nos Extratos Alcalinos

As amostras EAL1 e EAL2 foram dissolvidas em metanol em uma

concentracao inicial de 4,0 mg/mL. Apos filtragcao com filiro 0,45 um, as amostras
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foram analisadas por CLAE, para verificar se a area do pico de interesse (SDG) se
encontrava dentro dos limites da curva de calibragcdo que havia sido obtida. As
amostras foram analisadas em triplicata, determinou-se a média da area do pico
correspondente ao SDG e o desvio padrao relativo. Com a equacédo obtida a partir
da curva de calibracéo, foi calculada a concentragcdo de SDG em cada amostra.
4.7 Quantificagdo do SDG nos Extratos Brutos e nas Amostras de Farelo de
Linhaca Desengordurada

Apbs a determinacdo do teor de SDG nas amostras hidrolisadas, foi possivel,
por regressao, calcular a concentracdo média de SDG no extrato bruto e nas duas

amostras de farelo de linhaca desengordurado.
4.8 Analises por UPLC-TOF-MS

A confirmacéo da identidade do SDG, a identificagdo do ANSECO e do HDG,
foi realizada através de seus espectros de massas, utilizando-se um sistema UPLC
(Waters Acquity UPLC), acoplado a um espectrometro de massas de alta resolucéo
Q-Tof Micromass, operando através da técnica de ionizac&o por eletrospray e modo
positivo. A deteccdo foi feita na faixa m/z de 50 a 1000. As separacgdes foram
realizadas utilizando coluna C18 Hypersil Gold (2.1 mm x 100 mm, 1.9 ym) e
temperatura constante de 30°C. O meétodo usado nas analises por CLAE foi
adaptado para o UPLC, sendo a fase moével A acido formico a 0,1% em agua e a
fase mével B metanol. A andlise cromatogréfica seguiu através de um gradiente
linear, com fluxo de 0,386 mL/min, utilizado-se os parametros descritos no quadro a

seqguir.
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Quadro 1: Parametros do gradiente usados no UPLC:

Tempo (minutos) | Fase A % | Fase B%

0 85 15
0,05 72 28
0,32 72 28
0,59 45 55
0,73 15 85
0,86 15 85
1,00 15 85
1,25 15 85
1,50 85 15
2,00 85 15

4.9 Avaliacao da Atividade Antifungica

As amostras (EB1, EAL1, EAC-1M) foram pesadas em balanca de preciséo
Denver, modelo TL 104. Estas foram dissolvidas em uma mistura de DMSO 2%,
polissorbato 80 2% e agua estéril, obtendo-se uma concentracéao final de 1 mg/mL.

Tomou-se como referencial, o método de microdiluicdo, segundo as
recomendagdes do Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI, 2008 e 2012). Foram
seguidos os protocolos de preparacdo do inoculo fungico de acordo com os
documentos M27-S4 e M38-A2. As leituras dos inoculos foram realizadas em
espectrofotometro Femto, modelo 600 Plus e a homogeneizacdo dessas amostras
no meio foi através de vortex IKA, modelo Lab Dancer.

Foram selecionadas as cepas Candida albicans CA 04, Candida glabrata
CG185, Candida krusei CK 02, Candida parapsilosis RL 20, Candida tropicallis
ATCC 750.

O teste de susceptibilidade aos extratos foi feito de acordo com as
recomendacOes dos documentos aprovados pelo Clinical and Laboratory Standart
Institute (CLSI, 2008), e os resultados foram avaliados quanto a inibicdo ou n&o do
crescimento fangico. Os ensaios foram desenvolvidos em quadriplicata, sendo
realizado, portanto, quatro experimentos para cada cepa estudada. As microplacas
foram incubadas a 35 °C durante 2 dias para leveduras em estufa DelLeo e a leitura
para determinacdo da atividade foi realizada pelo método visual, comparando com
os controles do teste, sendo um controle positivo do meio (RPMI 1640) e o outro o
controle do diluente da amostra (DMSO 2% + Polissorbato 80 2%).

A avaliacdo da poténcia antifungica dos extratos foi realizada de acordo com
as recomendagdes dos documentos aprovados pelo Clinical and Laboratory Standart
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Institute (CLSI, 2008), e os resultados expressos em concentragdo inibitéria minima
(CIM). Os ensaios foram desenvolvidos em quadriplicata, sendo realizado, portanto,
doze experimentos para cada cepa estudada. As microplacas foram incubadas a 35
°C durante 2 dias e a leitura para determinagao da CIM de cada amostra testada foi
realizada pelo método visual, comparando com os controles do teste, sendo um
controle positivo do meio (RPMI 1640) e o outro o controle do diluente da amostra
(DMSO 2% + Polissorbato 80 2%).
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5.1 Extrato Bruto

Aplés a extracdo com o solvente, prensagem e filtracdo, foram obtidas
solucbes com coloragcdo amarelo claro a amarelo acastanhado, dependendo da
relacdo FL/solvente utilizada. ApGs a evaporacdo do solvente no rotavapor, todas as
amostras apresentaram o0 mesmo aspecto de pasta viscosa, marrom escura. Apos a
secagem, obteve-se em todas as amostras, solido castanho, com aspecto cristalino.
N&o foi observada variacdo estatisticamente significativa na massa de extrato bruto
obtida com o uso de diferentes relacdes FL/solvente, no entanto foi observada
variagao estatisticamente significativa entre as amostras FL1 e FL2, com um valor de
p= 0,01. A tabela 2 abaixo apresenta a média dos resultados obtidos, e o desvio

padrédo relativo.

Tabela 2: Valores de massa de extrato bruto (EB) com o uso de diferentes relagbes
FL/solvente para FL1 e FL2

FL/SOLVENTE _ EB1(n=3) DPR EB2 (n=3) DPR
1:6 7,54 g 3,44% 6,489 1,88%
1:5 7,19 g 2,98% 6,44q 4,03%
1:4 7,15g 3,72% 6,609 4,50%

Como a utilizacdo de uma razao FL/solvente de 1:4 n&o apresentou diferenca
estatisticamente significativa daquelas em que um maior volume de solvente foi
empregado, pode-se considerar que esta é uma propor¢cdo adequada para a
obtencdo de lignanas em escala industrial, tendo em vista que uma razao
FL/solvente menor que 1:4 é quase que inteiramente absorvida pelo material
vegetal, resultando em uma mistura de maior viscosidade, mais dificil de trabalhar e
mais dificil de prensar. A quantidade de solvente que permaneceu retida na FL
apresentou variacdo entre 7,1 e 7,7%, considerando o volume de solvente
adicionado e o volume obtido. Essa retencdo pode ser atribuida ao elevado teor de
fibras presentes na FL. A fibra presente na semente de linhaca € uma mucilagem,
altamente ramificada, contendo os acidos D-galacturénico, e manuronico, € 0S
acUcares D-galactose, L-ramose, D-xilose e L-arabinose (SIMOES, et al., 2004).

Conforme as especificacbes do fabricante, o teor de fibra bruta é inferior a
12%, mas a literatura aponta valores que podem chegar a 30% (ZANGH et al.,
2007). Ao se adicionar agua ao farelo de linhaga, ocorre intumescimento e formacgéo

de uma massa gelatinosa, provocada pela hidratacdo da mucilagem.
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5.1.2 Hidrdlise Alcalina do Extrato Bruto

As amostras de extrato bruto EB1 e EB2 se mostraram facilmente soluveis em
hidréxido de sédio 0,5 M, com formacédo de solucéo limpida de coloracdo castanha.
A solubilidade do extrato bruto nesse meio se deve a presenca dos compostos
fenolicos que formam o polimero. Em condi¢des suficientemente basicas (pH > 10)
ocorre ionizacdo dos grupamentos fendlicos, e a interacdo ion—dipolo que se
estabelece com as moléculas de agua aumenta a energia de solvatacao,
favorecendo a dissolucgéao.

Ao final da hidrolise, as solugbes se mantiveram limpidas, mas
perceptivelmente mais escuras. Com a neutralizac&o, formou-se um precipitado de
coloracdo marrom, constituido por SDG, acido ferulico glicosideo, acido p-
coumadrico glicosideo e HDG. O &cido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMGA), por ser um
acido carboxilico solavel em agua, é eliminado durante a filtracdo (O'NEIL, 2006). A
lavagem com agua retira possiveis impurezas, tais como cloreto de sddio (formado
na reacao de neutralizacdo) e acucares que possam ter sido extraidos pela mistura
hidro-alcodlica e permanecidos no extrato bruto.

A literatura cita varias condi¢des de hidrélise, por exemplo 0,500g de material
vegetal em 20 mL de MeOH a 70% e NaOH variando entre 0,1 e 1M (ELIASSON et
al., 2003; POPOVA et al., 2009).

A hidrélise direta do farelo de linhaca € descrita como sendo viavel para a
obtencdo de SDG e demais compostos fendlicos presentes na linhaca (ELIASSON
et al.,, 2003). No entanto, esse procedimento ndo parece 0 mais apropriado, tendo
em vista que o extrato bruto é mais facil de manusear e armazenar. Além disso, a
hidrélise alcalina feita diretamente no material vegetal expde os demais constituintes
da semente, como proteinas, fibras soltveis, carboidratos a um pH proximo a 14,
condicdo essa que gera inumeros produtos de degradacdo, aumentando a

complexidade da matriz, dificultado a extracdo seletiva dos compostos de interesse.

5.1.3 Hidrélise Acida do Extrato Bruto

Como caracteristica geral da hidrélise acida, pode-se citar a formacdo de
coloracdo escura em todas as condi¢cOes testadas. Esse escurecimento, que variou
do marrom ao preto, ocorreu de forma mais acelerada nas amostras em que se
utilizou acido mais concentrado, sendo também dependente do tempo de

aguecimento.
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Apobs o resfriamento e neutralizacdo das solugbes, percebeu-se a presenca
de particulas escuras que permaneciam em suspensdo. Durante a particdo com
acetato de etila, a fase organica se corava com intensidade similar a da fase aquosa.
Ao término da particdo, o acetato de etila apresentava coloracao ligeiramente mais
clara que a fase aquosa. ApOs a evaporacdo do solvente e secagem, todas as

amostras se apresentavam na forma de um sdlido escuro.
5.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
5.2.1 Perfil Cromatografico dos Extratos Brutos

Os extratos brutos obtidos de EB1 e EB2 foram avaliados por CLAE, os

cromatogramas e espectros UV resultantes se observam nas figuras abaixo.
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Figura 22: cromatograma (280 nm) do extrato bruto EB1 (10 mg/mL), pico maior
centrado em 18 minutos atribuido a macromolécula contendo SDG.
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Figura 23: Espectro UV do pico com tempo de retencao de 17.80 minutos, atribuido
a macromolécula contendo SDG, obtido de EBL1.
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Figura 24: cromatograma (280 nm) do extrato bruto EB2 (10 mg/mL), pico maior
centrado em 18 minutos atribuido a macromolécula contendo SDG.
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Figura 25: Espectro UV do pico com tempo de retencédo de 17.79 minutos, atribuido
a macromolécula contendo SDG, obtido de EB2.

Em ambos os cromatogramas se percebe um pico alargado, com tempo de
retencdo proximo a 18 minutos, e que corresponde a macromolécula contendo os
acidos fendlicos, lignanas e flavonoides. O espectro UV mostra uma forte absorcéo
em 283,9 nm caracteristica desses compostos fendlicos. O espectro se estende
além dos 340 nm, regido que compreende a banda | de absorcao UV de flavonoides.
(LI et al., 2008; SIMOES et al., 2004).

Ambos os cromatogramas indicam que os extratos brutos obtidos s&o quase
gue inteiramente formados pela macromolécula de interesse, que o método de
extracdo utilizado apresenta alta seletividade e é portanto adequado para realizar
essa extracao.
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5.2.2 Perfil Cromatografico dos Extratos Obtidos por Hidrélise Alcalina

Com a hidrolise alcalina, sdo quebradas as ligacdes éster que formam a
estrutura da macromolécula, estes componentes sédo entdo liberados, resultando em
um cromatograma mais complexo que o observado no extrato bruto. Na Figura 26

abaixo pode-se observar o perfil cromatografico da amostra apds a hidrélise alcalina.
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Figura 26: (1) acido p-coumarico glicosideo, (2) acido ferulico glicosideo, (3) SDG,
(4,5 e 6) flavonoides, (7) HDG.

Os compostos 1 e 2 correspondem aos acidos p-coumarico e ferdlico, na
forma de glicosideos, dois acidos fendlicos cuja presenca na linhaca tem sido
extensamente relatada. (STRANDAS et al.,, 2008, STRUIWJIS et al., 2008; LI et al.,

2008). Suas estruturas e espectros de absor¢cdo podem ser vistos nas Figuras 27 e

28 a sequir.
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Figura 27: espectro UV e férmula estrutural do &cido p-coumarico glicosideo.
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Figura 28: espectro UV e formula estrutural do &cido ferulico glicosideo.

O composto assinalado em 3 foi identificado como sendo o SDG, através da

comparacao com a substancia referéncia através da andlise por CLAE.

Os compostos em 4,5,6 e 7 sdo provavelmente flavonodides, considerando

seus espectros de absorcdo muito caracteristicos, com a presenca das bandas | e Il

e maximos de absor¢cdo em 323,2 nm, 322 nm e 308,9 nm, respectivamente.

O composto representado pelo pico 7 € o flavonoide herbacetina, na forma de

diglicosideo, como foi demonstrado pelo seu espectro de massas. Nas Figuras 29,

30, 31 e 32 estédo apresentados os espectros UV dos compostos 4,5,6 e 7, sendo

gue nesse ultimo se mostra também a estrutura molecular do flavonoide.
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Figura 32: Espectro UV e estrutura molecular do herbacetin diglicosideo (7)
5.2.3 Perfil Cromatografico dos Extratos Obtidos por Hidrélise Acida

Os cromatogramas obtidos a partir das diferentes condicdes de hidrdlise acida
se mostraram semelhantes em dois aspectos: formagcdo de varios produtos de
degradacédo, que impossibilitaram uma separacédo adequada dos componentes pela
metodologia adotada e diminuicdo acentuada do pico correspondente ao SDG.

A analise desses resultados indica que houve hidrélise parcial do SDG em
todas as condi¢des testadas. Nao foi possivel identificar a presenca de SECO ou
ANSECO, tendo em vista que na regido onde essas moléculas deveriam ser
observadas no cromatograma, forma-se uma mistura de compostos que nao se
conseguiu separar com a metodologia empregada.

Os picos que aparecem entre 6 e 8 minutos correspondem ao HMF ou mais
provavelmente um produto de degradacao. A presenca de HMF resulta na formagao
de novos compostos, ja que se trata de uma molécula de alta reatividade. Ha
também o relato de que em condi¢cbes acidas o herbacetin forma um carbocation
reativo, modificando o perfil cromatografico da amostra (STRUIJS et al., 2007).

Para exemplificar, podemos observar os cromatogramas obtidos em duas

condicdes de hidrdlise acida, conforme mostra a Figura 33.
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Figura 33: Perfil cromatografico (280 nm) da hidrélise com HCI 1 M, temperatura de
50°C e tempo de 6 horas de EB1

O pico entre 6 e 8 minutos € provavelmente produto de degradacdo do HMF
(LI et al., 2008). O pico destacado € provavelmente SDG, conclusdo que pode ser

feita ao observar seu espectro UV e tempo de retencdo, mostrados na Figura 34.
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Figura 34: Espectro UV e tempo de retencéo (16.12 minutos) do pico destacado no
cromatograma da hidrélise com HCI 1M
Ao se analisar o cromatograma, conforme Figura 35, obtido em outra

situacao, ou seja, HCI 3M, temperatura de ebulicdo e tempo de 2 horas, observa-se
uma situagao bastante similar.



72 Resultados e Discussoes

250] [
200]
i |
- |
<
- |
] 2 A\
] I| =3 NAalY
05} | g
4 ! | u Vi
'. . \
4 | 1) _n'J‘ “‘\.‘
00+ —_—— — - — —
| T T ™7 X TR ST R T LB R IR XS IR BRSPS XN S ST 5 STLERaN K7 )

Figura 35: Perfil cromatografico (280 nm) da hidrdlise de EB1 com HCI 3 M

O pico destacado e numerado 1 deve novamente corresponder ao SDG,
porem o pico destacado e numerado 2 deve ser uma nova substancia. Seu espectro
UV é idéntico ao do SDG, SECO e ANSECO, mas seu tempo de retencdo €
intermediério entre o0 do SDG e SECO (Figuras 36 e 37). Acredita-se que possa

tratar-se de secoisolariciresinol monoglicosideo (SMG).
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Figura 36: Espectro UV e tempo de reten¢do (16.12 minutos) do pico destacado e
numerado 1 no cromatograma da hidrélise com HCI 3M.
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Figura 37: Espectro UV e tempo de retencdo (17.12 minutos) do pico 2 no
cromatograma da hidrélise com HCI 3M.

5.2.4 Perfil Cromatografico da Hidrolise Acida do SDG Substancia Referéncia

A figura 38 mostra o cromatograma do SDG Substancia Referéncia apos a
hidrélise acida. O pico com tempo de retencdo de 19.24 minutos corresponde ao
ANSECO. Essa conclusao pode ser feita com base no espectro de absorgédo UV,
gue se mostra idéntico ao dos compostos SDG e SECO. Os trés compostos
possuem 0S mesmos grupamentos cromoféricos, o que se reflete em um mesmo
espectro UV.

O maior tempo de retengéo se relaciona com a diminuicdo da polaridade da
molécula, fato esperado ao se converter um diol em éter ciclico (anel
tetrahidrofuranico).

O pico com tempo de retencdo proximo a seis minutos € provavelmente
hidroximetilfurfural, resultante da desidratacdo da glicose, e que de acordo com a
literatura (O'NEIL, 2006), apresenta maximo de absor¢do em 282 nm, em
conformidade com o espectro UV observado nas figuras 38, 39 e 40 apresentadas a

seqguir.
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Figura 38: Perfil cromatografico (280 nm) obtido apds a hidrolise acida do SDG
substancia referéncia.
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Figura 40: Espectro UV do pico 2 (ANSECO)

5.2.5 Perfil Cromatografico da Mistura de SDG, SECO e do SDG Substancia
Referéncia Submetido a Hidrolise Acida

Na figura 41 se encontra o cromatograma resultante da mistura dos dois
padrdes e do SDG submetido a hidrdlise acida. Observa-se um aumento do tempo
de retencdo a medida que decresce a polaridade das moléculas, enquanto os

espectros de absor¢cdo UV mantém-se inalterados, conforme mostra a Figura 41 a

seqguir.
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Figura 41: Cromatograma (280 nm) da mistura de SDG, SECO e SDG submetido a
hidrolise acida.

Nas Figuras 42, 43 e 44 sdo mostrados 0s espectros associados a cada pico

e seus respectivos tempos de retengao.
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Figura 42: espectro UV e tempo de retencéo (16.11 minutos) do SDG
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Figura 44: Espectro UV e tempo de retencao (19.22 minutos) do ANSECO
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5.2.6 Curva de Calibracdo do SDG Substancia Referéncia

A curva de calibracdo do SDG foi efetuada através da injecdo do Substancia
Referéncia em concentracdes variando entre 0,4 e 1,2 mg/mL, todos os pontos
foram aplicados em triplicata. Os valores das médias das areas de cada pico e 0s

coeficientes de variagdo em cada ponto podem ser observados na tabela 3 a seguir.

Tabela 3: Valores de concentracdo da curva de calibracao:

Concentracdo Area média C.v.
mg/mL mV.s-1
0,40 1488670 2,53%
0,60 2359310 0,05%
0,80 3291910 0,46%
1,00 4250020 0,15%
1,20 5146430 0,52%

Com os valores obtidos, obteve-se a curva de calibragdo, a equacao da reta e
um valor de R? de 0,9998, conforme apresentado na figuras 45. Nas Figuras 46 e 47

€ mostrado o perfil cromatografico do SDG a 1 mg/mL e seu espectro de absorcao.

6000000
5000000 V—q.ED%.114-375.221,8
R==0,9998
4000000
3000000
2000000
1000000
0 : : . | |
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14
Concentragdo em mg/mL

Figura 45: Curva de calibracdo do SDG obtida por CLAE. Coeficiente de regressao
linear (r2) = 0,9998. Equacgéo da reta y = 4603114x — 375221 onde y € a éarea do
pico e x a concentracédo de SDG.
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Figura 46: perfil cromatografico (280 nm) do SDG substancia referéncia na
concentragdo de 1 mg/mL.
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Figura 47: espectro UV e tempo de retencdo do SDG substancia referéncia a 1
mg/mL.

5.2.7 Quantificacdo do SDG nos Extratos Obtidos por Hidrdlise Alcalina

Através da equacao obtida na curva de calibracdo, foi possivel determinar o

teor de SDG nas amostras submetidas a hidrdlise alcalina. As amostras EALL e
EAL2 foram dissolvidas em metanol, em uma concentracéo inicial de 4,0 mg/mL.
Essa solucao foi posteriormente diluida com o0 mesmo solvente, para que a area do

pico de interesse apresentasse um valor adequado para a quantificacdo, ou seja,
dentro da faixa abrangida pela curva de calibragcéo. A concentracao final empregada

para ambas as amostras foi de 2,0 mg/mL. Todas as andlises foram realizadas em
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triplicata, a area média, o coeficiente de variacdo, e o teor de SDG sdo mostrados na

tabela 4 a seguir.

Tabela 4: Resultados da quantificacdo do SDG

Amostra Area média C.V. SDG SDG %
EAL1 3434278 1,25% 0,83 mg 41,5%

4233353 1,66% 1,00 mg 50,0%
EAL?2

Na Figura 48 apresentada a seguir observa-se o cromatogrma da amostra

EALL, onde o pico correspondente ao SDG est4 destacado.
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Figura 48: perfil cromatografico (280 nm) de EAL1 e pico correspondente ao SDG,
destacado no cromatograma.

Na Figura 49, observa-se o cromatograma da amostra EAL2, onde o pico

corresponde ao SDG esta destacado.
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Figura 49: perfil cromatogréafico (280 nm) de EAL2 e pico correspondente ao SDG
em destaque.
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Nas Figuras 50 e 51 a seguir estao apresentados 0s espectros de absorgéo

no UV e tempo de retencdo dos picos selecionados das amostras EALL e EAL2,
respectivamente.
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Figura 50: espectro UV e tempo de retencéo (16.10) do pico destacado em EAL1
(SDG)
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Figura 51: espectro UV e tempo de retencdo (16.06 minutos) do pico destacado em
EAL2

5.3 Quantificagdo do SDG nos Extratos Brutos e nas Amostras de Farelo de
Linhaca Desengordurado

Apés a determinacdo do teor de SDG nas amostras obtidas por hidrélise
alcalina, foi possivel determinar o teor médio de SDG no extrato bruto e nas
amostras de farelo de linhaca.

Para tanto, calculou-se o rendimento do hidrolisado alcalino obtido a partir dos

extratos brutos, determinando-se a concentracdo média de SDG presente no EB1 e
EB2, conforme tabela abaixo.
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Tabela 5: concentracdo média de SDG nas amostras de extrato bruto

Amostra Rendimento SDG% C.V.
em EAL
EB1 59,60% 24 73% 2,20%
EB2 62,20% 31,10% 3,46%

81

O teor de SDG nas duas amostras de farelo de linha desengordurado (FL1 e

FL2) foi calculado tendo por base a média de extrato bruto obtida de cada amostra,

0s resultados estao expressos na tabela abaixo.

Tabela 6: concentracdo média de SDG nas amostras de farelo de linhaca

Amostra Rendimento SDG% C.V.
em EB
FL1 7,29% 1,80% 0,88%
FL2 6,51% 2.02% 2,07%

5.4 Co-injecdo de SDG Substancia Referéncia

Na amostra EAL1 se adicionou 50 pL da solugdo de SDG substancia

referéncia. O cromatograma resultante mostra claramente um aumento no pico

correspondente ao SDG, sem modificacdo nos demais picos. Essa € uma boa

indicacdo de que o SDG é quantitativamente detectado na regido com tempo de

retencao de 16 minutos.
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Figura 52: Co-injecdo de SDG substancia referéncia na amostra EAL1
5.5 Anélise por UPLC -TOF-MS
5.5.1 Analise da Amostra Obtida por Hidrdlise Alcalina

A amostra EAL1 foi analisada por espectrometria de massas, conforme
metodologia ja descrita, tendo sido possivel identificar SDG e HDG, atraves dos ions
[M-H]" e dos adutos [M-Na]®, observados em ambas as moléculas. As massas
encontradas nos experimentos estdo em conformidade com os valores teoricos
esperados. Nas Figuras 53 e 54 a seguir estdo apresentados o0s espectros de massa

dos dois compostos, SDG e HDG.
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Figura 53: Espectro de massas da fracdo obtida por hidrdlise alcalina do extrato

bruto, onde se observam os picos atribuidos ao SDG. Massa tedrica de

= 687,28 e [M-Na]+ = 709,26.
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Figura 54: Espectro de massas da fracado obtida por hidrdlise alcalina do extrato

bruto, onde se observam os picos atribuidos ao HDG. Massa tedrica de

= 627,15 e [M-Na]+ = 649,14,

[M-H]+
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5.5.2 Analise da Hidrélise Acida do SDG Substancia Referéncia

A presenca do ANSECO foi confirmada pelos picos representados por [M-H]"
e [M-Na]’. A espectrometria de massas ajudou a confirmar que em condices
acidas, ocorre a desidratacdo do SECO, conforme apresentado na Figura 55.
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Figura 55: Espectro de massas do SDG substéncia de referéncia submetida a
hidrélise acida, onde se observam os picos atribuidos ao ANSECO. Massa tedrica
de [M-H]+= 345,17 e [M-Na]+ = 367,15

5.6 Avaliacdo da Atividade Antifungica dos Extratos

O ensaio para avaliacdo de atividade antifungica foi realizado pelo método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com os protocolos padronizados pelo CLSI M27-
S4. Todos os ensaios foram realizados em quadriplicata. As amostras utilizadas
nesse estudo foram testadas frente a 5 cepas, sendo elas Candida albicans CA 04,
Candida glabata CG 185, Candida krusei CK 02, Candida parapsilosis RL 20,
Candida tropicallis ATCC 750.

No experimento testaram-se as amostras de extrato bruto, extrato obtido por
hidrélise alcalina e extrato obtido por hidrdlise acida.

Os ensaios foram comparados com 0s controles positivos do teste, sendo um
o diluente utilizado nas amostras e o outro 0 meio RPMI 1640 com o in6culo. Nesses
dois controles positivos sempre foi observado o crescimento do microrganismo.

Como referéncia do controle negativo, foi utilizado apenas o meio RPMI 1640 na
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placa de 96 pocos. Nesse po¢co em nenhum momento foi observado crescimento
microbiolégico e caso houvesse o crescimento de microrganismos 0 experimento
seria rejeitado por apresentar contaminacdo no meio. A leitura dos resultados foi
realizada pelo método visual.

Na tabela 5 a seguir estdo apresentados os resultados de screening frente as

cepas de Candidas testadas.

Tabela 6: Resultados obtidos do Screening em fungos leveduriformes do género
Candida

Extrato Extrato E,xtrato Controle C+ C-
Bruto Alcalino Acido Diluente

C. albicans CA 04 + + + + + -
C. glabata CG 185 + + + + + -
C. krusei CK 02 - - - + + -

C. parapsilosis RL 20 - - - + + -
C. tropicallis ATCC 750 + + - + + -

Os extratos demonstraram um perfil de atividade muito similar, todos inibindo
o crescimento das cepas de C. krusei e C. parapsilosis. Esses resultados séo
coerentes tendo em vista que a diferenca entre o extrato bruto e o extrato alcalino
ndo é propriamente a composicdo quimica, mas o fato de que em um os
constituintes estdo ligados em uma estrutura polimérica, enquanto no extrato
alcalino os compostos est&o livres. E de se supor que as estearases flingicas sejam
capazes de hidrolisar o extrato bruto em seus componentes.

O extrato acido apresentou um comportamento semelhante, mas houve a
inibicdo do crescimento de C. tropicallis, o que n&o se observou nos outros extratos.
Na hidrolise acida se formam novas moléculas, entre elas ANSECO, o que poderia
explicar a atividade frente a essa cepa em partiular.Para o ensaio da concentracao
inibitéria minima (CIM) foi utilizando o método de microdiluigdo em caldo, conforme
preconizado pelo CLSI. Foram utilizadas as trés cepas que se mostraram sensiveis
no screening. Todas as amostras testadas apresentaram uma concentragdo
inibitéria minima de 500 pg/mL, ou seja, a concentracdo necessaria para a inibicdo
do crescimento fungico foi a mesma observada no screening, ndo se observando
diferenca na poténcia antifUngica nos extratos utilizados frente aos microrganismos

pesquisados.
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A obtencéo do extrato bruto a partir do farelo de linhaga desengordurado se
mostrou plenamente viavel com o método empregado. O método utiliza matéria-
prima vegetal amplamente disponivel, emprega um sistema solvente barato e de
baixa toxicidade, apresenta excelentes rendimentos, o que deixa aberta a
possibilidade do seu emprego em ambito industrial.

O extrato bruto se mostrou altamente enriquecido no composto de interesse,
o perfil cromatografico mostra a presenca de impurezas em baixa concentracéo.

A hidrélise alcalina do extrato bruto permitiu a obtencdo dos compostos
fendlicos presentes na macromolécula de forma quantitativa, com o0 uso de
reagentes baratos e de facil acesso e com baixo consumo de energia, hovamente
deixando aberta a possibilidade de seu emprego em escala industrial.

A quantificacdo do SDG presente no extrato bruto obtido de duas amostras de
farelo de linhaca coletados em épocas diferentes revelou uma variacdo na
concentracdo de SDG nessas amostras, com valores variando entre 41,5% e 50,0%.

O teor de SDG presente nas amostras de farelo de linhaca desengordurado
foi de 1,80% na amostra FL1 e 2,02% na amostra FL2.

A andlise cromatografica e por espectrometria de massas revelou que além
da presenca dos &cidos ferulico e p-coumarico, a macromolécula apresentava teores
aparentemente elevados de flavonoides, especialmente herbacetin, presente na
forma de diglicosideo. A identificacdo e quantificacdo desses flavonoides merece ser
investigada, pois na literatura pesquisada esses compostos ndo sdo encontrados na
linhaga em altas concentragoes.

A hidrélise acida da macromolécula foi acompanhada pelo surgimento de
varios compostos de degradacédo, que impossibilitaram a identificacdo do SECO ou
ANSECO.

A hidrélise do SDG padréo realizada sem a interferéncia de outros compostos
demonstrou a formac&o quantitativa de ANSECO, indicando que a hidrélise do
SECO em condic¢fes acidas leva a formacao de seu produto de desidratacao.

O extrato bruto, o extrato obtido por hidrolise alcalina e o extrato obtido por
hidrélise acida demonstraram acao inibitoria em cepas de Candida, com CIM de 500
Mg/mL em todas as cepas nas quais O screening havia demonstrado agao

antifangica.
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O presente trabalho mostrou a viabilidade de realizar a extracdo de
compostos fenolicos de interesse a partir de um residuo da industria de oleos
vegetais.

A hidrdlise acida da macromolécula é passivel de novos estudos, ja que nao
se conseguiu obter os compostos na forma de agliconas. A identificagcdo e
guantificacdo dos flavondides presentes também constitui uma possibilidade para
trabalho futuros, como também a investigacdo da acdo antifGngica em outros

géneros e a acao sinérgica desses extratos com antifingicos de uso corrente.
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Anexo 1 — Material vegetal utilizado nos processos de extracao

Figura 56: semente de linhaca antes da extracéo do 6leo

Figura 57: Farelo de linhaca desengordurado
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Anexo 2 — Extratos

Figura 58: Extrato bruto

Figura 59: Extrato obtido por hidrdlise alcalina
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Figura 60: Extrato obtido por hidrélise acida
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Anexo 3 - Processo de extracao

Figura 61: Farelo de linhaca desengordurado durante a maceragao



