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RESUMO

No Brasil, a demanda por alimentos naturais vem crescendo e com isso a busca por
corantes naturais oriundos de vegetais. Entre os principais corantes vegetais estéo:
antocianinas, carotenoides, betalainas, clorofilas, entre outros. Essas substancias tém
chamado a atenc¢do, ndo apenas devido as suas propriedades como corantes, mas
aos seus potenciais efeitos e beneficios a saude. Por outro lado, o uso de corantes
sintéticos em alimentos pode comprometer a saude, como em criangas que podem
desenvolver diversos tipos de alergias ou ficar vulneraveis a outras doengas. Como
alternativa, algumas plantas podem ser utilizadas para a extragao de substancias para
aplicacao como corantes naturais, como os frutos de Renealmia sp. que produzem
pigmentos na cor roxa caracteristica de antocianinas (flavonoides), assim com a casca
e a polpa que também apresentam cor amarela indicando a presencga de carotenoides.
Diante da problematica apresentada e a necessidade de novos corantes, este projeto
teve como objetivo extrair os frutos de Renealmia sp. visando obter uma fragcéo
enriquecida com corante natural. Para ampliar as potencialidades de uso, os extratos
obtidos foram avaliados quanto a atividade antioxidante (DPPH e Fe3*/fenantrolina) e
antibacteriana (frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptopcoccus
pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Burkholderia cepacia ATCC 17759,
Serratia marcescens ATCC 14756 e Mycobacterium smegmatis). Os extratos foram
fracionados por meio de técnicas cromatograficas como cromatografia flash para o
fracionamento do extrato etandlico das cascas dos frutos. Os extratos: hidroetandlico
das polpas com sementes, metandlico das cascas dos frutos, e hidroetandlico das
folhas secas da Renealmia sp. foram analisados por técnicas espectroscopicas como
UV-Vis e RMN de 'H (300 MHz para nucleos de 'H) para caracterizagdo quimica. O
resultado do fracionamento por cromatografia Flash do extrato etandlico das cascas
dos frutos, resultou em fragdes que apresentaram indicios de substancias com
atividade antioxidantes. O extrato hidroetandlico das cascas dos frutos apresentou
atividade moderada frente ao ensaio de Fe3*/fenantrolina. No ensaio antimicrobiano,
o extrato hidroetandlico das polpas com sementes apresentou atividade frente a
Staphylococcus aureus e o extrato hidroetandlico das folhas secas também foi ativo
frente a Enterococcus faecalis e Mycobacterium smegmatis. Os resultados obtidos
indicam que o extrato metandlico das cascas dos frutos de Renealmia sp. é promissor
para a extracado de corantes, as suas fragdes apresentaram cores roxas e alaranjadas.
Também apresentaram atividades antioxidantes e antibacterianas. As analises em
CCDC dos extratos metandlicos e hidroetandlico apresentaram indicios de conter
substancias que possuem cromdforos. As analises de RMN de 'H indicam que o
extrato metandlico das cascas dos frutos, hidroetandlico das polpas com sementes e
hidroetandlico das folhas da Renealmia sp. possuem sinais de acucares e de
metoxilas, com sinais entre 3 e 4,5 ppm, mas destacando que os extratos
hidroetandlico das folhas e metandlico das cascas dos frutos tem indicativo de metilas
e o extrato hidroetandlico das polpas com sementes apresenta sinais de possivel
flavonoide, com sinais entre 6,6 e 7,4 ppm. Estes resultados estimulam a continuagéo
do trabalho a fim de isolar as substancias presentes e que possam ser corantes com
atividade antibacteriana ou antioxidante.
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Palavras-chave: Corantes naturais. Antimicrobiano. Antioxidantes. Antocianinas.
Carotenoides.



ABSTRACT

In Brazil, the demand for natural foods is growing, and with it, the search for natural
dyes derived from plants. Among the main plant-based dyes are anthocyanins,
carotenoids, betalains, chlorophylls, and others. These substances attract attention not
only because of their properties as dyes but also because of their potential health
effects and benefits. On the other hand, the use of synthetic dyes in food can
compromise health, as children may develop various types of allergies or become
vulnerable to other diseases. As an alternative, some plants can be used to extract
substances for application as natural dyes, such as the fruits of Renealmia sp., which
produce purple pigments characteristic of anthocyanins (flavonoids), as well as the
peel and pulp, which also have a yellow color with a low presence of carotenoids. Given
this problem and the need for new dyes, this project aimed to extract a fraction enriched
with natural dye from the fruits of Renealmia sp.. To expand the potential uses, the
obtained extracts were evaluated for antioxidant activity (DPPH and
Fe3*/phenanthroline) and antibacterial activity (against Staphylococcus aureus ATCC
25923, Streptopcoccus pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Burkholderia cepacia ATCC 17759, Serratia marcescens ATCC 14756, and
Mycobacterium smegmatis). The extracts were fractionated using chromatographic
techniques such as flash chromatography for the fractionation of the ethanolic extract
of the fruit peels. The extracts were: hydroethanolic extract of the pulp with seeds,
methanolic extract of the fruit peels, and hydroethanolic extract of the dried leaves of
Renealmia sp. The samples were analyzed using spectroscopic techniques such as
UV-Vis and '"H NMR (300 MHz for "H nuclei) for chemical characterization. The result
of the Flash chromatography fractionation of the ethanolic extract of the fruit peels
showed fractions affected by substances with antioxidant activity. The hydroethanolic
extract of the fruit peels showed moderate activity against the Fe3*/phenanthroline
assay. In the antimicrobial assay, the hydroethanolic extract of the pulp with seeds
showed activity against Staphylococcus aureus, and the hydroethanolic extract of the
dried leaves was also active against Enterococcus faecalis and Mycobacterium
smegmatis. The results obtained indicate that the methanolic extract of Renealmia sp.
fruit peels shows promise for the removal of dyes, as its fractions contain purple and
orange colors. It also exhibits antioxidant and antibacterial activities. The TLC analyses
of the methanolic and hydroethanolic extracts were subjected to accusations of
containing substances with chromophores. '"H NMR analyses indicate that the
methanolic extract of the fruit peels, the hydroethanolic extract of the pulp with seeds,
and the hydroethanolic extract of the leaves of Renealmia sp. show signals of sugars
and methoxyls, with signals between 3 and 4.5 ppm. However, the hydroethanolic
extracts of the leaves and the methanolic extract of the fruit peels show indications of
methyl groups, and the hydroethanolic extract of the pulp shows signals of possible
flavonoids, with signals between 6.6 and 7.4 ppm. These results encourage further
work to isolate the substances present, which may be dyes with antibacterial or
antioxidant activity.

Keywords: Natural dyes. Antimicrobial. Antioxidants. Anthocyanins. Carotenoids.
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1 INTRODUGAO

Atualmente, muito se discute sobre o consumo de corantes, especialmente
os sintéticos, devido ao seu potencial carcinogénico e a capacidade de causar
diversas reagdes alérgicas, especialmente em criangas. Outra preocupagéo
associada ao uso desses compostos é a poluigdo ambiental, uma vez que se tratam
de substancias de dificil degradacédo. Nesse contexto, observa-se uma crescente
demanda pela substituicdo dos corantes sintéticos por alternativas obtidas de
fontes naturais, impulsionada principalmente pela conscientizacdo dos
consumidores de que os corantes naturais sdo mais saudaveis e seguros
(Rodriguez-Amaya, 2016).

A busca por alimentos de qualidade e com coloragao natural tem aumentado
significativamente. Nesse cenario, os corantes naturais extraidos de vegetais
despontam como uma alternativa promissora, destacando-se compostos como
antocianinas, carotenoides, betalainas e clorofilas entre outros. Essas moléculas
tém despertado grande interesse nos ultimos anos ndo apenas por suas
propriedades corantes, mas também em virtude de seus potenciais efeitos
benéficos a saude. Obtidas a partir de fontes naturais, apresentam atividade
biologica relevante, o que pode viabilizar a produgao de insumos com maior valor

agregado (Rodriguez-Amaya, 2016; Melo et al., 2021; Kinupp, 2014).

Diante da ampla diversidade de espécies vegetais nativas e endémicas da
regidao Amazonica, destacam-se aquelas das quais podem ser extraidos corantes,
como o urucum (Bixa orellana L.), a curcuma (Curcuma longa L.), o dendé (Elaeis
guineensis), o agai (Euterpe oleracea L.), o cara-roxo (Dioscorea alata) e o jenipapo
(Genipa americana) (Amancio et al, 2021). Essas matérias-primas vegetais
apresentam-se como alternativas promissoras para a obtengao de novas fontes de

corantes naturais.

Outras plantas nativas da floresta Amazénica também apresentam potencial
para a producdo de corantes naturais, como é o caso da espécie Renealmia sp.
Segundo Kinupp (2014), classificada como uma PANC (Planta Alimenticia n&o

Convencional).
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Renealmia sp. foi selecionada para o presente estudo por produzir frutos de
coloragdo roxa, semelhante a do agai, o que indica a possivel presenga de
moléculas fendlicas capazes de atuar como fontes de corantes naturais. Além
disso, este estudo ajudara a ampliar o conhecimento sobre a espécie Renealmia

sp., que é nativa da regido Amazdnica.

Diante disso, o trabalho proposto tem como objetivo obter extratos de
Renealmia sp. e realizar o fracionamento cromatografico, visando a obteng¢ao de
uma fragcdo enriquecida com corantes naturais, com potencial aplicagcido

biotecnoldgica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Zingiberaceae

Zingiberaceae é a maior familia da ordem Zingiberales com 53 géneros e
mais de 1.200 espécies, sendo uma das principais familias de plantas tropicais. A
primeira classificagao botanica foi proposta em 1889 e, desde entdo, passou por
diversas revisdes. Atualmente, existem quatro tribos reconhecidas (Globbeae,
Hedychieae, Alpinieae e Zingibereae) com base em caracteristicas morfoldgicas,
como o mesmo numero de nucleos placentarios no ovario, desenvolvimento de
estaminddios, mudangas nas anteras férteis e a orientagdo de rizoma (Gémez-

Betancur et al, 2014; Gomez; Benjumea, 2014).

A familia Zingiberaceae esta distribuida na regido Neotropical, com
ocorréncia do género Renealmia. Quatro outros géneros (Afromomum, Aulotandra,
Siphonochilus e Renealmia) foram identificados na Africa e o restante dos géneros
estdo distribuidos no Leste Asiatico e nas ilhas do Pacifico (Kress; Prince; Williams,
2002).

2.2 Género Renealmia

O género Renealmia L.f. compreende 93 espécies nativas, distribuidas

desde o México até as regides tropicais da América e da Africa (POWO, 2025).

As espécies de Renealmia como: R. alpinia, R. asplundii, R. cernua, R.
exaltata, R.cf. floribunda, R. guianensis R. krukovii, R. occidentalis, R. petasites, R.
pyramidale, R. thyrsoidea, R. reticulata Gagnep* R. urbaniana Loes, R.aromatica
(Aubl.) Griseb, R. breviscapa Poepp. & Endl sdo comuns em florestas tropicais que
apresentam alta umidade como por exemplo, nos paises como Brasil, Coldmbia,

México entre outros Negrelle (2015).

As espécies de Renealmia séo plantas terrestres (1-3 m de altura, podendo
chegar a 6 m), herbaceas com rizomas espesso e de textura quase lenhosa, com
raizes carnosas muito finas. A grande maioria das espécies de Renealmia
encontra-se em regides de floresta tropical umida desde o nivel do mar até cerca

de 2.500 metros e ocupam areas abertas ou margem de rios (Maas, 1977).
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No Brasil, ha registro de 20 espécies de Renealmia nativas (6 endémicas)

abrangendo os biomas Amazbnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Essas

espécies sdo encontradas em diferentes tipos de vegetao brasileira: Campinarana,

Campo de Varzea, Campo Rupestre, Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de Terra

Firme, Floresta de Varzea, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombrdfila e

Palmeiral (André, 2023). No Quadro 1, estdo descritas as espécies e suas areas de

ocorréncia confirmadas na distribuigcdo geografica.

Quadro 1. Espécies de Renealmia L.f nativas do Brasil.

R.

R.

R.

Espécies

acreana Maas

. alpinia (Rottb.) Maas

. angustifolia K. Schum.*

. aromatica (Aubl.) Griseb.

. brasiliensis K. Schum.*

breviscapa Poepp. & Endl.

cernua (Sw. Ex Roem. & Schulit.) JF

Macbr.

R.

R
R
R
R
R.
R
R
R
R

chrysotricha Petersen*

. dermatopetala K. Schum.
. floribunda K. Schum.

. guianensis Maas

. krukovii Maas

matogrossensis Maas*

. microcalyx Maas & H.Maas
. monosperma Miq.

. nicolaioides Loes.

petasites Gagnep*

Dominio

Fitogeografico

Amazonia

Amazobnia e
Mata Atlantica

Mata Atlantica

Amazobnia

Mata Atlantica

Amazonia

Amazonia

Mata Atlantica
Cerrado

Amazobnia

Amazonia

Amazobnia

Amazonia

Amazobnia
Amazonia

Amazobnia

Mata Atlantica

Distribuicao geografica

Norte (Para, Amazonas, Acre)
Norte (Roraima, Para, Amazonas,
Rondénia),

Nordeste (Ceara, Bahia),
Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias,
Distrito Federal),

Sudeste (Minas Gerais, Espirito
Santo)

Sudeste (Espirito Santo)

Norte (Roraima),

Centro-Oeste (Mato Grosso)
Sudeste (Minas Gerais, Espirito
Santo)

Norte (Para, Amazonas, Acre,
Rondénia),

Centro-Oeste (Mato Grosso)

Norte (Amazonas, Acre, Rondbnia)
Sudeste (Espirito Santo, Rio de
Janeiro)

Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias)
Norte (Roraima, Para, Amazonas,
Acre, Rondbnia)

Norte (Amapa, Para, Amazonas),
Nordeste (Pernambuco, Bahia)
Norte (Amazonas, Acre)

Norte (Para),

Centro Oeste (Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul)

Norte (Amazonas)

Norte (Roraima, Para, Amazonas,
Acre)

Norte (Acre)

Sudeste (Minas Gerais, Espirito
Santo, Sao Paulo, Rio de Janeiro),
Sul (Parana, Santa Catarina)
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R. pycnostachys K. Mata Atlantica | Sudeste (Minas Gerais)

Schum*

R. reticulata Gagnep* Mata Atlantica ?::;rsot)e (it SErie, Rig el
R. thyrsoidea (Ruiz & Pav,) Amazobnia Norte (Amazonas, Acre)

R. urbaniana Loes Amazonia Norte (Amazonas, Acre)

Legenda: *= espécie endémica do Brasil. Tabela organizada a partir de Maas & Maas 2013.

2.3 Usos Etnobotanicos

Renealmia sp. € um género de Zingiberaceae com inumeros usos, entre
eles: ornamental, medicinal e alimenticio. O que demonstra o potencial desse

género, como fonte de recursos para a agroeconomia (Guarnieri et al, 2023).

Negrelle (2015) realizou uma revisdo bibliografica acerca dos aspectos
etnobotanicos, agronémicos e farmacolégicos do género Renealmia,
demonstrando o potencial para obtencdo de substancias bioativas, com
aplicabilidade na bioindustria. Nesse estudo de revisao, verificou-se o uso popular
de 18 espécies do género, principalmente como plantas ornamentais, alimenticias
e medicinais. A maioria dos usos estdo associadas as espécies R. alpinia, R.
exaltata e R. guianensis, cujas indicagdes de uso abrangem todas as partes do

organismo vegetal, ou seja, incluindo toda planta.

Os frutos frescos de R. petasites e R. alpinia sao considerados comestiveis,
e as sementes de R. exaltata e R. petasites sdo utilizadas como condimento e
corante alimenticio. O dleo obtido das sementes de R. alpinia € utilizado na culinaria
(Negrelle, 2015; Macia, 2003).

No Peru, as folhas verdes de algumas espécies de Renealmia séo usadas
na culinaria, por exemplo, para envolver o peixe ao cozinhar em um prato tipico
chamado “patarashca”. Além disso, as folhas secas e moidas servem como

condimentos (Negrelle, 2015).

No Brasil, a espécie nativa R. petasites é cultivada na regiao Sul do pais e
conhecida popurlamente como “pacova” ou “pacova-de-macaco". Esta espécie é
tradicionalmente utilizada popularmente para diversos fins medicinais (Santos et al,
2021). Porém, poucos estudos relacionam os beneficios a saude com a

composicao das partes da fruta.
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Atualmente, registra-se para Renealmia sp., 0 emprego das folhas frescas
como envoltério de “tamales” (prato usado na culinaria do Peru) e empanadas, lhes
conferindo um sabor peculiar e picante (Macia, 2003). As folhas aromaticas de R.
battenbergiana, sao utilizadas como condimento na preparagao de varios pratos
como sopas e molhos, enriquecendo o seu sabor. Também s&o utilizados

industrialmente para aromatizar 6leos vegetais (Ofosu; Oppong; Oduro, 2012).

Pela abordagem de Negrelle (2015) varias espécies de Renealmia sao
comercializadas como plantas ornamentais, sendo R. cernua, R. exaltata, R.
Jamaicensis, R. mexicana e R. occidentalis, reconhecidas comercialmente tanto

como flores de corte, plantas envasadas, rizomas e as sementes.

Renealmia alpinia (Rottb.) é utilizada tradicionalmente pelos indigenas das
tribos de Embera-Katios de Antioquia e Chocé na Colémbia, para tratar os efeitos

de picadas de cobra (Lopera et al, 2023).

2.4 Caracterizagao quimica e potencial farmacolégico

Algumas espécies de Renealmia apresentam diversos compostos quimicos
ja descritos na literatura. Alguns desses compostos apresentam propriedades
anticancerigenas e antiofidica. Outras plantas do mesmo género, apresentam
efeito fitoterapico confirmado como, analgésico, antiacido, antibruxismo,
antinauseante, antifungico, calmante, cicatrizante, desinfetante de feridas,
inseticida e laxante (Negrelle, 2015). A espécie R. alpinia é a mais conhecida na

literatura por ter suas moléculas quimicas bem estudadas e publicadas (Quadro 2).

Santos et al (2021) realizou a caracterizacdo quimica das fragdes lipidicas
e terpénicas das sementes da oleaginosa de R. petasites. Foram testados trés
métodos de extragdo para comparar a seletividade, e o melhor resultado
apresentado, foi a extragcao com fluido supercritico (SFE) com CO2 que extraiu
acidos graxos insaturados, sesqui- e diterpenos (Santos et al, 2021).

Os frutos da Renealmia alpinia (Rottb.) Maas apresentam a polpa do fruto
de cor amarelo intenso dos arilos que estdo associados a um alto teor de
carotenoides). Atualmente, o consumo e uso de R. alpinia, é limitado, sendo
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desperdigado ou utilizado apenas como alimento para o gado. No entanto, a polpa
com as sementes e as cascas tém potencial para serem usados na alimentagéo,

como ingrediente alimentar (Vega-Arroy et al, 2017; Jimenez-Gonzalez et al, 2022).

Os principais metabdlitos identificados em Renealmia alpinia séao
flavonoides, que apresentam varias atividades biolégicas e farmacoldgicas. Varios
estudos demonstraram atividades citotdxicas, antifungicas, antibacterianas,
antimalaricos, anti-helminticas, anti-hepatotoxicas, antioxidantes, anti-ulcerativas,
anti-inflamatérias, hipotermia, hipolipemiantes, hipotensoras, antitumorais,

espasmoliticas e antinociceptivas (Gomez-Betancur et al, 2014).

Uma pesquisa breve sobre os pigmentos do pericarpo de R. alpinia
demonstrou uma alta concentragcdo de antocianinas presentes e aplicabilidade em
varios usos alimentares como corante natural (Jimenez-Gonzalez et al, 2022). No
entanto, ha falta de informagdes sobre o uso dos pigmentos ricos em carotenoides
da polpa, que também poderiam ser usados na industria alimenticia para
melhoramento da aparéncia, aumentando a aceitagcdo dos produtos pelo
consumidor (Al-Shabib et al, 2017).
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Quadro 2. Usos etnobotanicos e composigdo quimica de espécies de Renealmias.

Item

Espécie

R. alpinia

R. chrysotricha

R. cincinnata

R. exaltata

Matandrea Colémbia
Brasil
Camaroes
Massa,
mardigrass, Trindade
misquipanga

Uso
tradicional

Xarope ou suco
do rizoma; anti-
hemorragico;
Usos
ornamentais,
alimenticios e
medicinais

Cura digestiva,
estbmago

Parte
usada

Toda a
planta

Folhas
secas

Nozes

Folhas
secas,
semente
e rizoma

Componentes quimicos
identificados

B-pineno, inteiro seco
monoterpeno  6leo resina
38,0%; Labda-8(17)-trans-

12-dien-15-16-dial-11-15-
hemiacetal, 11-
hidroxiditerpen Labda-8-(17)-
trans-12-dien-15-oico,16-oxo
25-caroteno, [:carotendides
o6leo resina, Labda-8-(17)-
trans-12-dien-15-16. Manool:
diterpen B: ¢, nerolidol:
sesquiterpeno dleo resina,
Labda-8(17)-trans-12-dien-
15-16-diterpeno 6leo resina,
Limoneno

Aromadendrene:
sesquiterpene calamenene,
cis: sesquiterpeno.

Ledol: sesquiterpeno
Eudesma-1-4-7-triol
sesquiterpeno, germacra-
trans-1(10)-trans-5-dien-4-3-
ol: sesquiterpeno, germacra-
trans-5-10(14)-dien-1-3-4-3-
diol: sesquiterpeno, Oplodiol:
sesquiterpeno, Oplopanona:
sesquiterpeno, Reneilmol
sesquiterpeno

Caempferol, flavonol.
Pacovatinina diterpeno:
flavonol quercetina,

Renealtin A e B: bencenoide

Referéncia

Zhou BN et
al.,1997; Arango,
2005; Lognay,
1991

Kaplan et al, 2000

Tchuendem MHK
et al, 1999

Williams CA;
Harborne JB,
1977; Sekiguchi
M et al, 2002
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10

1

12

R. floribunda

R. guianensis

R. nicolaioides

R. thyrsoidea

R. aromatica

R.nicolaioides

R.thyrsoidea

Renealmia sp.

Brasil

Suriname

Franca
Guiana

Peru

india

Equador

e Honduras

Brasil

Usado para
banhos vaginais

Usado como
antidoto em
infusdo oral
para tratar
picadas de
cobra (Bothrops
atrox)

Usado para
limpar a pele e
inflamacao

Oleo
essencial
da folha

Rizoma
seco

Raiz seca

Folhas
secas

Folhas
secas

Raiz
Isolado
de extrato
etandlico
do rizoma
Rizoma

Etil monoterpenos
burboneno, B: sesquiterpeno,
carveol, trans: carnova
monoterpeno:

monoterpeno, 1,8-cineol,
mirtenal, Perilla: aldeido,
linalool, Cimeno, limoneno,
pineno, ay B3, tuyona a.

Labda-8(17)-12-dien-15-16:
diterpeno

Chalcona, 2’-hidroxi-4’-6’-
dimetoxi: flavonoides, Furan-
2-carboxilico, 5-estirilo
Nicolaioidesin: benzenoide
nicolaioidesina: benzenoide
nicolaioides: benzenoide,
Panduratina: flavonoide,
Tsugafolin, flavanona,
Pinostrobina: flavanona

Informagao nao encontrada.

Informagao nao encontrada.

Flavonoides isolado

Flavonoides e
diarilheptanoides.

Compostos fendlicos

Luz Al., 1984

Ramiandrasoa F.
et al, 1986

Gu JQ et al, 2002

Selvanayahgam
ZE et al, 1994;
Davis EW; Yost
JA, 1983

Lentz DL et
al., 1998
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Amazobnica
Tratamento anti-
13 R. monosperma P
flatuléncia
Planta
14 R. petasites Pacova nativa

do Brasil

Fonte: Gémez, Benjumea, 2014; Negrelle, 2015; Santos et al, 2021.

Semente

Terpeno 2-careno

Defilipps et al,
2004

Santos et al, 2021
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2.5 Corantes naturais extraido de espécies vegetais

Os corantes sdao moléculas organicas que possuem a capacidade de absorver
comprimentos de onda da faixa visivel do espectro eletromagnético. A cor observada
depende exatamente da regido desse espectro que € absorvida. Eles podem ser
classificados como naturais ou sintéticos. Os corantes naturais sdo obtidos de fontes
vegetais, animais, minerais ou de microrganismos. Ja os corantes sintéticos, também
chamados de corantes artificiais, sdo produzidos em laboratério por meio de reagdes

quimicas (Vanuchi; Braibante, 2018).

A fascinagdo do Homem pelas cores produzidas pela natureza e o uso de
materiais e colorantes no seu cotidiano acompanha a humanidade desde o seu inicio.
As pinturas rupestres, por exemplo, demonstram como os habitantes da Era Paleolitica
ja possuiam conhecimento na aplicagdo de materiais extraidos da natureza para conferir
cor (Vanuchi; Braibante, 2018).

As primeiras civilizagdes como China, india e Egito ja utilizavam corantes obtidos
de fontes naturais para fins estéticos, colorir alimentos e tecidos (Anugraha; Thomas,
2021). Os corantes naturais eram extraidos de diferentes partes de plantas e arvores,
como folhas, flores, raizes, frutos, troncos, cascas, madeiras ou sementes. Diversos
métodos eram utilizados nas extracdes tais como maceracao, destilagao, fermentacéo,
decantacao, precipitagao, filtracao dentre outros (do Carmo Serrano; Lopes; Seruya,
2008).

Ao longo do tempo, a busca por corantes naturais foi intensificada, pois o uso de
corantes naturais no tingimento de tecidos exercia um grande fascinio sobre os homens,
devido ao status que o tecido tingido trazia aos que usavam vestimentas tingidas.
Tecidos tingidos pela cor vermelha, por exemplo, eram preferidos pela aristocracia pois
estavam associados a dignidade e nobreza (Vanuchi; Braibante, 2018). Os corantes
naturais indigo, purpura e alizarina tiveram um impacto profundo na sociedade, na
economia e na ciéncia, dominando o mercado de corantes naturais por séculos até o

advento dos corantes sintéticos no século XIX (de Souza; da Cunha; de Souza, 2015).

Com a descoberta do Novo Mundo, a Europa descobriu novas fontes de corantes

naturais. No final do século XVII, o pau-brasil (Paubrasilia echinata) uma espécie
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madeireira de cerne avermelhado, endémica do Brasil, comecgou a ser explorada como
matéria-prima corante em tinturaria. A extragcdo da tintura vermelha e seu uso no
tingimento ja era conhecida pelos indigenas. O pau-brasil foi considerado por muitos
anos o produto local mais precioso para os portugueses, que o comercializavam na

Europa para tingir tecidos para a aristocracia (Do Carmo Serrano; Lopes; Seruya, 2008).

A utilizagao de corantes naturais pelos povos indigenas brasileiros é relatada no
estudo de Vanuchi e Braibante (2018). O estudo destaca o uso de diferentes tipos de
pigmentos naturais por diversas comunidades indigenas. Na producéo de ceramicas, por
exemplo, sdo empregados pigmentos de origem mineral, como argilas, barros e pedras.
Para a pintura corporal, prefere-se o uso de corantes de origem vegetal, como urucum
(Bixa orellana) e jenipapo (Genipa americana L.). Ja no tingimento de tecidos, € comum
a utilizagédo de agafrdao (Curcuma longa L.), cascas de mogno (Swietenia macroplylylla),

pau-brasil (Paubrasilia echinata), pau-santo (Kielmeyera coriacea), entre outros.

A partir do século XIX, a utilizagdo de corantes sintéticos foi mais difundida.
Houve uma maior preferéncia pela sua utilizacdo pelas industrias, pois apresentavam
maior pigmentagdo e maior estabilidade, sendo sua produgdo mais facil e barata,

podendo ser produzida em grande escala (Osmanova et al, 2010).

Os corantes naturais sdo reconhecidos por suas propriedades bioativas, ja que
esses compostos desempenham diversos papéis benéficos a saude, como atividade
antioxidante, efeitos anti-inflamatérios e atuacdo na prevencdo de doencas
cardiovasculares. Entre os corantes naturais que contém compostos bioativos,
destacam-se o [-caroteno, que apresenta atividade pro-vitamina A; as antocianinas,
conhecidas por seu potente efeito antioxidante e por propriedades anticancerigenas;
além das betalainas e do carmim de cochonilha, ambos associados a regulacdo dos

niveis de lipidios (Santos; da Silva; Neta, 2022).

Os corantes naturais curcumina, antocianinas, cochonilha carmim, urucum,
betalainas e carotenoides, sdo os mais utilizados na industria alimenticia e podem ser
agrupados de acordo com seus grupos funcionais, sendo estes os pigmentos naturais
mais comuns encontrados em fontes alimentares, especialmente frutas e vegetais,
incluem carotenoides, clorofilas, betalainas e antocianinas (Kumar, 2016; Moritz, 2005;
Sigurdson et al, 2017).
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Diversos estudos comprovam que o consumo regular desses antioxidantes reduz
o risco de desenvolver cancer (Gongalves; Estevinho; Rocha, 2016). Na atualidade, em
decorréncia do aumento de doengas por uso de alimento industrializados os
carotenoides, podem ser uma alternativa para substituir corantes sintéticos como
tartrazina (FD&C Yellow No.5, T102) usado como corante amarelo em bebidas como
iogurte, salgadinhos, mostarda, sorvete ou produtos farmacéuticos (Jimenez-Gonzalez
et al, 2022).

O surgimento de problemas de saude como hiperatividade, transtorno de déficit
de atengao, hipersensibilidade, asma e o uso a longo prazo de corantes sintéticos, pode
estar relacionado com o desenvolvimento de tumores (Al Shabib et al, 2017). Além de
tudo, o uso de suplementos e pigmentos naturais a base de carotenoides na dieta
aumentaram, devido a suas propriedades bioativas e potencial antioxidante (Rodriguez-
Amaya, 2016).

Além disso, estudos buscam expandir as op¢des de aplicagdo de corantes
naturais em novas tecnologias. Amancio et al (2021) estudou corantes naturais extraidos
de espécies vegetais amazbnicas como potenciais sensibilizadores em células solares
sensibilizadas por corantes. As plantas selecionadas foram acai (Euterpe oleracea),
crajiru  (Arrabidaea chica), urucum (Bixa orellana), jenipapo (Genipa
americana) e vassourinha (Myrcia sylvatica) e os corantes foram coletados de frutos,
folhas, sementes, polpa e sementes e do caule, respectivamente (Figura 1). Os
resultados deste estudo demonstraram o potencial inovador dos corantes vegetais
amazobnicos como alternativa para atender a demanda por fontes de energia renovaveis,

especificamente para células solares de baixo custo.

Figura 1. Corantes e partes de plantas amazénicas utilizadas no estudo.
A) Myrcia sylvatica, B) Bixa orellana, C) Euterpe oleracea, D) Genipa, E)
Arrabidaea chica. Fonte: Améancio et al, 2021.
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2.5.1 Betalainas

As betalainas apresentam grande potencial antioxidante, que se destacam na
area de pesquisa nos ultimos anos, apresentando grandes contribuicbes para a
compreensao das perdas por meio dos processos oxidativos nas plantas. Apesar de
apresentar baixa estabilidade térmica (Kluge et al, 2016) as betalainas possuem
capacidade antioxidante 1,5 a 2,0 vezes maior que as antocianinas, quando
comprovadas em pH 3,0 a 7,0, uma vez que as betalainas mantém a estabilidade e a

capacidade nesta faixa antioxidante de pH (Borkowskl et al, 2005).

As betalainas sdo divididas em dois grupos, o primeiro é representado pelas
betacianinas, pigmentos de coloragcdo vermelho-purpureo, este grupo possui
absorbancia maxima na faixa de 534 a 555 nm. O segundo grupo é representado pelas
betaxantinas, pigmentos de coloragdo amarela, considerados de menos comuns e de

absorbancia maxima na faixa de 480 nm (Coultate et al, 2004).

Figura 2. Estrutura das betalainas. Fonte: Gongalves et al, 2015.
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Na beterraba, as betacianinas compreendem cerca de 90% das betalainas. A
betanina, betalainas do grupo das betacianinas, € o principal corante presente na
beterraba (Beta vulgaris), este constitui de 75% a 95% dos pigmentos totais. Este
composto possui como caracteristica mudanga de cor com a variacdo de pH, sendo
bastante estavel a pH entre 4 e 5 e apresentando estabilidade razoavel a pH no intervalo
de 3 a 7. A betanina ¢é instavel a presencga de luz e ar, podendo ser destruida se sujeita
a altas temperaturas (Coultate et al, 2004; Bobbio et al, 1995).
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Citado como, o pigmento da betanina pode ser influéncia com mudangas de pH.
Este pigmento apresenta um maximo de absorbancia a 537 nm, dentro do intervalo de
pH entre 3,5 e 7. Quando o pH é reduzido abaixo de 3, a intensidade do pico de
absorbancia diminui, surgindo também uma leve inflexdo na regiao entre 570 e 650 nm.
Nesta situagdo a solugdo do pigmento assume coloragdo vermelho-azulada. Em pH
acima de 9, a absorbancia maxima é obtida em 544 nm, e o pigmento assume coloragao
azul (Bobbio et al, 1995).

2.5.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo metabolitos comuns na natureza, atuando na atracao de
polinizadores e como co-pigmentos das antocianidinas. Apresentam importante potencial
terapéutico e diferentes atividades bioldgicas, destacando-se atividade antimicrobiana
anti-inflamatéria, antifangica, antiviral, antibiético, antitumoral, antibacteriano,
antiparasitaria, atividade imunomoduladora, anti-inflamatéria e antioxidante (intimamente
ligada a estrutura dos flavonoides e ao numero de substituintes hidroxilas (substancias
fendlicas) (Bruneton, 1995; Moraes, 2022). Quimicamente sao substancias derivadas da
via do acido chiquimico-acetato, caracterizadas por apresentarem dois nucleos fendlicos

ligados por uma cadeia de trés carbonos (Harborne, 1984).

E possivel concluir que os flavonoides sdo substancias polifendlicas, e quanto
maior o numero de hidroxilas, mais eficiente sera a sua atividade antioxidante, o que lhes
confere significativa importancia farmacolégica (Flambd, 2013). Além disso, sua
atividade antioxidante € combinada com a sua capacidade de modular fungdes de
enzimas celulares essenciais do organismo, trabalhando como potentes inibidores de
diversas enzimas, como as xantinas oxidases (XO), ciclo-oxigenases (COX),

lipoxigenases (LOX), entre outras (Panche, et al, 2016).

A atividade antioxidante dos flavonoides tem sido objeto de estudo nas ultimas
décadas pois representa uma grande aposta para o futuro desenvolvimento de farmacos
e outras formas de tratamento para diversas doengas, como doencas cardiovasculares,
doengas genéticas, como cancer, e doencas degenerativas, como o Alzheimer e a
doenca de Parkinson (Huber; Rodriguez-Amaya, 2009; Shohaib et al, 2011). Os
flavonoides (Figura 3) sdo metabdlitos secundarios derivados de uma vasta diversidade
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de plantas, e seus derivados representam mais de um ter¢o do total de novas moléculas

aprovadas pelo FDA (Food and Drug Adminstration) (Cataneo, 2020).

Figura 3. Estrutura das betalainas. Fonte: Gongalves et al, 2015.
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Os flavonoides sédo encontrados, principalmente, na forma glicosidica, ou seja,
com moléculas de agucar ligadas a sua estrutura, que € constituida por um nucleo
fundamental composto de quinze atomos de carbono (C15), arranjados em dois anéis
fendlicos A e B, e um anel C, derivados de diferentes vias biossintéticas (Huber;
Rodriguez-Amaya, 2009).

Sao conhecidos, atualmente, mais de 8.000 diferentes tipos de flavonoides, sendo
as suas principais classes os flavondis, isoflavonas, flavonas, flavanonas, flavanas,
antocianinas e proantocianidinas (ou taninos condensados), e podem ser encontrados
em vegetais folhas, frutas, sementes, flores, chas, vinho, prépolis e mel (Oliveira et al,
2006).

2.5.3 Antocianinas (azul e vermelho)

As antocianinas sdo encontradas depositadas dentro do vacuolo das células em
varios tecidos diferentes, como folhas, pétalas, frutos, bulbos, rizomas ou caules (Gould
et al, 2008; Stintzing; Carle, 2004). No entanto, ao observar a sua presenga dentro de
um determinado tecido, o acumulo de antocianinas pode variar. Por exemplo, enquanto

algumas folhas sdo todas vermelhas (totalmente coloridas por antocianinas) outras
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demonstram essa cor em trechos restritos, como a distribuicdo das margens de um

determinado 6rgéo.

De maneira semelhante, em algumas plantas as folhas apresentam coloragéo
vermelha apenas durante o crescimento, em situacdes de estresse ou quando estdo
envelhecendo, enquanto em outras, a coloragdo vermelha € mantida ao longo de toda a
vida da planta. Essas variagdes, no tempo, no tecido, na localizagao e na flexibilidade da
cor, tornam dificil estabelecer uma explicagéo Unica para a presenga de antocianinas nos
tecidos (Gould et al, 2008).

2.5.4 Carotenoides

Os carotenoides sdo um grande grupo de pigmentos presentes na natureza, com
mais de 600 estruturas definidas, identificados em organismos fotossintetizantes e nao
fotossintetizantes como: plantas superiores, algas, fungos, bactérias e em alguns
animais. Sao responsaveis pelas cores do amarelo ao vermelho de frutas, vegetais,
fungos e flores, utilizadas comercialmente como corantes alimentares e em suplementos

nutricionais, com um mercado global estimado em US$ 935 milhdes (Uenojo et al, 2007).

As maiores fontes de carotenoides estdo nas frutas e verduras, que apresentam
uma vasta quantidade de cores, e isso € uma caracteristica que influencia a
aceitabilidade, e nutricionalmente, alguns sao precursores da vitamina A. Em termos de
saude humana, estao entre os fitoquimicos bioativos associados a redugéo do risco de
doencgas degenerativas, como cancer, doengas cardiovasculares, degeneragcédo macular

e catarata, além de consolidar o sistema imunoldgico (Nornberg et al, 2022).

Os carotenoides sdo pigmentos lipossoluveis responsaveis pela coloragédo de
plantas, algas e outros organismos. A funcdo dos carotenoides, sdo substancias
antioxidantes, que minimizam os efeitos dos radicais livres no organismo, e alguns tipos,
como [3-caroteno, também séo fontes precursoras de vitamina A. (Uenojo et al, 2007).
Os principais carotenoides presentes nos alimentos: B-caroteno, a-caroteno, [-

criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina (Rodriguez-Amaya, 2016).
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Figura 4. Estrutura do 3-caroteno. Fonte: Autores, (2023)

Esses corantes naturais sao extraidos de partes de plantas, onde as etapas para
obtencao incluem a coleta do material vegetal, secagem e moagem. A extragcao depende
das suas caracteristicas quimicas, o que vai definir o tipo de solvente extrator (polar,
apolar ou agua). Outras formas de extracdo também podem ser: extragdo por Soxhlet,
sonificagédo e aquecimento sob refluxo (Gunasekaran; Poorniammal, 2008; Aberoumand,
2011; Yusuf et al, 2017). A etapa de extracdo € de extrema importancia, pois sua
eficiéncia pode interferir nas propriedades qualitativas e quantitativas e na pureza dos

corantes.

Os corantes naturais, como carotenoides, flavonoides e betalainas podem ser
extraidos de plantas, insetos, fungos e bactérias. Embora, os corantes naturais possam
ser mais seguros do que os corantes sintéticos, eles podem ser instaveis quimicamente
sofrendo influéncia da luz, temperatura e pH. Contudo, suas vantagens biotecnoldgicas

justificam trabalhos visando sua obtencéo.

2.6 Corantes artificiais: panorama, aplicagoes industriais e impactos na saude
humana

A coloragdo € uma caracteristica que € chamativa para produtos como em
alimentos, medicamentos, industria téxtil e diversos segmentos da industria (Prado;
Godoy, 2003). As substancias com essas capacidades podem ser pigmentos e corantes.
Os pigmentos n&o sao soluveis no meio que séo aplicados, ao contrario dos corantes
que sao totalmente solubilizaveis. Para a area de alimentos podem influenciar o consumo
e em medicamentos podem torna-los mais atraentes para criangas (Yusuf et al, 2017;
Constant; Stringheta; Sandi, 2002; Wibowo et al, 2015).
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Os corantes artificiais constituem um grupo de aditivos sintéticos amplamente
empregados em alimentos, medicamentos, cosméticos e produtos de higiene, com o
propdsito principal de intensificar, padronizar ou restaurar cores perdidas durante o
processamento (Downham; Collins, 2000). A aceitagdo desses compostos pela industria
esta fortemente relacionada ao seu baixo custo, alta estabilidade frente a variagdes de
pH, temperatura e luz, além da capacidade de produzir tonalidades vibrantes e

consistentes (Sigurjonsdéttir; Sigfusson; Olafsdéttir, 2021).

Apenas doze corantes sintéticos sdo certificados pela Food and Drug
Administration (FDA), ja entre os naturais, sdo liberados para sua utilizacdo em alimento,
trinta e seis corantes. As restrigdes por derivados de petroleo tendem a reduzir ainda
mais essa lista, sendo necessario a pesquisa por novas alternativas de corantes para
uso em alimentos (FDA, 2021; Moritz, 2005). No entanto, nos ultimos anos, os efeitos
maléficos, principalmente seu potencial mutagénico tornaram-se evidentes para os seres
humanos. Além disso, sao de dificil degradagédo causando diversos impactos ambientais

no ambiente aquatico (Yusuf et al, 2017).

Do ponto de vista regulatério, o uso dos corantes artificiais € rigidamente
controlado por érgaos sanitarios, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) no Brasil e a Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos. A
ANVISA, por meio da RDC n° 778/2023, define limites maximos de utilizagdo e
especificagdes de pureza, com base em avaliagdes toxicolégicas e na determinagéo da
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) (BRASIL, 2021). Esses limites sdo estabelecidos
considerando evidéncias cientificas sobre toxicidade aguda, cronica, carcinogenicidade,

mutagenicidade e efeitos reprodutivos.

Quadro 3 — Corantes permitidos pela ANVISA

Nome Caddigo Cor IDA (mglkg de
peso corporeo)

Amaranto E123 Magenta 0,50
Amarelo Crepusculo E110 Laranja 2,50
Azorrubina E122 Vermelho 4,00
Azul Brilhante E133 Azul-turquesa 10,00
Azul Patente V E131 Azul 15,00
Eritrosina E127 Pink 0,10
Azul Indigo na E132 Azul-royal 5,00
Ponceau E124 Cereja 4,00
Verde Rapido E143 Verde-mar 10,00
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Vermelho 40 E129 Vermelho-alaranjado 7,00

Tartrazina E102 Amarelo-limao 7,50
Fonte: Adaptado de Martins (2015).

A tartrazina, conhecida como Amarelo 5, € um dos corantes mais empregados
devido a sua solubilidade e estabilidade. Presente em refrigerantes, gelatinas, produtos
de panificagao e condimentos, é frequentemente estudada pela literatura médica por seu

potencial alergénico (Mowad et al, 2016).

Estudiosos ensinam que existe uma inerente ligagao entre as cores e os aspectos
da nossa vida, que sao capazes de influenciar as nossas decisées do dia a dia, inclusive,
quando se trata de alimentos. Varios fatores sao afetados pela cor, como a aparéncia,
caracteristicas sensoriais, seguranga e aceitabilidade dos alimentos, por isso é tao
importante, do ponto de vista de vista tecnolégico, a aplicagdo dos corantes artificiais aos

alimentos e produtos alimenticios (Braun; Rodrigues, 2021).

A alimentacgao é direcionada e baseada, principalmente, em consumo de produtos
industrializados, devido a praticidade e facilidade de aquisicdo, manipulagao e preparo.
Por isso, observou-se ponderar quais sao os beneficios e maleficios a saude do ser
humano causados pelos corantes artificiais, que estdo presentes em grande parte dos

alimentos, quando empregados no processamento e um produto (Guimaraes et al, 2023).

Ao final, mostrou-se necessaria a fiscalizagao rigorosa, constante e eficiente por
parte dos 6rgdos competentes, para que se garanta que os alimentos industrializados
estejam dentro das normas pertinentes e ndo prejudiquem a saude do consumidor
(Guimaraes et al, 2023).

2.7 Plantas Alimenticias Nao-Convencionais (PANC)

A nomenclatura oficial das PANCs, foi oficialmente criada por Kinupp (2007), que
se refere a todas as plantas que possuem uma ou mais partes comestiveis, sendo elas
espontaneas ou cultivadas, nativas ou exdticas que ndo estdo inseridas em nosso

cardapio do cotidiano (Kinupp; Barros, 2007).

No Brasil existem pelo menos 3 mil espécies conhecidas de PANCs, estudos

indicam que cerca de 10% da flora sejam de plantas alimenticias (Kelen et al, 2015).
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As PANCs ainda nao fazem parte da cadeia produtiva e da alimentagao habitual
da populagao no geral. Isso deve-se pela falta de conhecimento, devido a escassez de
informagdes acerca de seu valor nutricional, formas de cultivo, manejo, consumo e
pesquisas. No entanto, existe um grande potencial econémico e nutritivo das espécies
Amazobnicas, podendo valorizar a agricultura familiar, respeitando os conceitos

agroecologicos e de sustentabilidade (Paschoal; Gouveia; Souza, 2016).

As PANCs sao frequentemente confundidas com ervas daninhas, por isso, nao
despertam interesse na populagdo que desconhece os beneficios dos compostos
bioativos, como na espécie Renealmia sp. Segundo Kinupp (2014) esse vegetal esta

inserido entre as plantas PANCs.

Diante das possibilidades expostas com o consumo desse vegetal, surge a
oportunidade de comercializagdo desses corantes naturais, despertando interesse da
cadeia produtiva para cultivo do vegetal e contribuindo com o aumento de renda da
agricultura familiar. Considerando o potencial biotecnoldgico de espécies PANCs como
Renealmia sp., torna-se necessario aprofundar o conhecimento sobre espécies nativas
e endemicas da regido Amazoénica, como alternativas para extragao de corantes naturais

bem como o desenvolvimento de novos bioprodutos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar e analisar metodologias de extragdo dos extratos de Renealmia sp.

visando obter uma fracao rica com corante natural.

3.2 Objetivos Especificos

1. Comparar a composi¢ao quimica de diferentes extratos das folhas e partes dos
frutos de Renealmia sp., buscando substancias com cor;

2. Avaliar as atividades antimicrobianas e antioxidantes dos extratos obtidos;

3. Analisar e caracterizar os extratos obtidos por técnicas cromatograficas e
espectroscopicas visando a obtencao de corantes naturais.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Descricao de equipamento e materiais

= Espectrofotometro: Femto, modelo Cirrus 80ST.

= Espectrofotometro para leitura de placas de 96 pogos: Thermo Scientific,
Multiskan GO.

» Liofilizador: Thermo, modelo Modulyod Freeze Dryer acoplado a bomba de
vacuo Thermo, modelo VLP200.

= Cromatégrafo Liquido de Média Pressao (MPLC-FLASH): Biotage, modelo
Isolera One 2.0.2.

= Rotavapor: Buchi, modelo R-215, acoplado a banho, modelo Heating Bath B-491,
bomba de vacuo modelo V-700 e Thar Refrigerador e Aquecedor 10 L, modelo
06679-6.

= Multivapor: Buchi, modelo P-12 acoplado a bomba de vacuo modelo V-700 e
Thar Refrigerador e Aquecedor 10 L, modelo 06679-6.

= Sistema de Video Documentagcao por Aquisicao Digital: Camag, modelo
Reprostar 3.

= Automatic TLC: Camag, modelo Sampler 4.

= Balanga analitica: Mettler Toledo, modelo AB304-S/FACT.

= Soprador Serigrafico: Steinel, modelo, HL 500.

= UltraSonic Clean: Unique, modelo UltraCleaner 1600A com Aquecimento

= Solventes: Alcool etilico p.a., alcool metilico p.a, acetonitrila p.a., hexano p.a.,
Diclometano p.a., acetato de etila p.a., acido acético p.a., acido férmico p.a.,
alcool butilico normal p.a., e tolueno p.a.

= Cromatoplacas de silica gel RP-18W/UV2ss: MERCK. Com indicador de
fluorescéncia 254 nm, espessura de 0,15 mm em folha de aluminio.

= Cromatoplacas de silica gel 60 F2ss: Com indicador de fluorescéncia 254 nm,
espessura de 0,20 mm em folha de aluminio.

= TLC Plate KP-SIL PK 50: Biotage, com protecao de vidro.

= Biotage Sfar Cartucho de C1sD — Duo 100 A 30um, 12 g e volume do cartucho

17 mL, pressao 17bar.
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RMN Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Fabricante
Bruker BioSpin AG, Modelo Fourier 300 UltraShield, com frequéncia de 300 MHz
(1H) e 75 MHz (13C). Sonda EASYPROBE DUL 300MHz S1 5mm Z-GRADIENT.

As etapas do presente estudo estdo representadas no fluxograma de procedimentos a
seqguir:

Figura 5. Parametros para obtengao dos extratos organicos de Renealmia sp.

Sitio PANC

Coleta do
material vegetal

Higienizagdo, triagem,
Técnica de maceragéo a frio secagem e corte do R Imi
para obtengdo dos extratos material eneaimia sp.

vegetais de Renealmia sp

Avaliagdo da atividade Obteng&o dos extratos por Extrato das cascas dos
antimicrobiana dos partes do vegetal com frutos hidroetandlico e
extratos selecionados solventes organicos EtOH 96%

[ Ensaio de UV/Vis dos } Fracionamento do extrato

: Analise de Antioxidantes EtOH 96% no Cromatdgrafo
extratos selecionados em 6 extratos Isolera One flash ACN/H20
(Método DPPH) e gradiente
Fe3*/Fenantrolina

Analise por RMN de
H em trés extratos

selecionados Obtencao de 9 fracgdes,
evaporacgao do solvente no
CCDC dos 6 extra:(os Multivaporador para
reveladas por solugao de

DPPH, NP/PEG, Vanilina posterior liofilizagdo
e Cloreto férrico |

N
CCDC das 9
fracoes coletadas )

-
Andlise de UV-Vis Reuni&o das
(A: 200 a 800 nm) fragbes 5-9
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4.2 Coleta do material vegetal

Os materiais vegetais de Renealmia sp. (folhas, ramos, rizoma e frutos) foram
coletados de individuos localizados no Ramal do Brasileirinho, Km 06, na cidade de
Manaus, Sitio PANC (Planta Alimenticia ndo-Convencional), de propriedade do Dr.
Valdely F. Kinupp (3°01'20.4"S 59°52'40.6"W) que autorizou a entrada e auxiliou na
coleta e identificagdo botanica. Foram realizadas duas coletas: a primeira no dia 23 de
maio de 2023, e a segunda no dia 05 de outubro de 2023, coletando outro individuo fértil
para confec¢cdo da exsicata e para realizar nova extragdo. A exsicata do material foi
cadastrada no herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, com o registro
de numero INPA 297993, primeira coleta do préprio autor, Santos e Silva, N. O presente
trabalho foi registrado no Sistema de Gestdo do Patriménio Genético — MMA sob o
numero ABD4F18.

Figura 6. Frutos da Renealmia Figura 7. Sitio PANC. Figura 8. Renealmia sp.

Fonte: Autor, (2023)

4.2.1 Triagem, higienizagdo do material coletado e preparagao da exsicata

O material vegetal (pedunculo, folhas, pseudocaule, rizoma, raiz e frutos) foi
lavado. Foram necessarios dois recipientes de plasticos para o procedimento, porque,

no pedunculo com os frutos, apresentava formigas e barro dificultando o processo de
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assepsia. Em cada recipiente foi adicionado um volume de agua corrente com detergente
neutro, um volume necessario para imersao do material vegetal por completo. Por um
periodo de 2 horas o material permaneceu na solugao, apds esse periodo o material
vegetal foi lavado com sucessivas repeticdes com agua corrente até que o sabao fosse
retirado completamente. Na Figura 10, pode-se observar cada parte do vegetal, antes do
procedimento de higienizacgéo.

Figura 9. Material vegetal da primeira coleta pseudocaule com os frutos, folhas, parte
area, rizoma e raiz da Renealmia sp.

Legenda:

A = Pedunculo com pedicelo
com os frutos;

B = Folhas variadas;

C = Parte area;

D = Pseudocaule;

E = Rizoma com a raiz.

Fonte: Autor, (2023)

Figura 10. Assepsia do material vegetal folhas (A), pedunculo com os frutos (B),
rizoma, pseudocaule (C) da Renealmia sp.

Fonte: Autor, (2023).
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Figura 11. Pedunculo com os frutos maduros Figura 12. Casca do fruto separado
e verdes. Fonte: Autor, (2023). da polpa com as sementes. Fonte:
- Autor, (2023).

O vegetal foi armazenado separadamente, sobre papel (Papel-borrdo) marca
MACHEREY-NAGEL (MN) 218 B 570 x 460 mm para evaporagao da agua, para posterior

procedimento de extragao.

Figura 13. Secagem do material vegetal. Fonte: Autor, (2023).

Figura 14. Procedimento das etapas para confecg¢ao da exsicata. Fonte: Autor, (2023).
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4.3 Preparo dos extratos da Renealmia sp

4.3.1 Extragdo 1 por maceragao para obtencao de extratos etandlico e hidroetandlico.

Os frutos maduros da primeira coleta, foram retirados do pedunculo em seguida
foram separadas as cascas da polpa com sementes. Para extragao foi utilizado 8,0087
g do material das cascas e da polpa com as sementes, 51,0105 g. Para comparacao, foi
utilizado a extragdo por maceragdo a frio (estatica). Utilizando uma extragdo com
EtOH:H20 1:1 v/v para obteng¢do dos extratos hidroetandlico e outra extragdo com EtOH
100% para obtencao dos extratos etandlicos. O tempo de duragdo para extragao foi de
24 h, ocorreram trés repeticdes com o mesmo volume da mistura de solventes. Os
extratos foram filtrados em papel de filtro, Figura 16 (c) e (e) filtrado com algodao, na
sequéncia armazenados em fracos de vidros esterilizados e envolvidos com papel
aluminio, para proteger do contato com a luz. O solvente dos extratos etanolicos foram
evaporados em capela de exaustdo, enquanto os extratos hidroetanolicos foram

congelados e posteriormente liofilizados.
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Figura 15. Fluxograma do preparo dos extratos da primeira coleta

Coleta e identificagdo do material vegetal
da Renealmia sp primeira coleta

1) Higienizagdo;
2) Triagem e secagem.

Material vegetal
higienizado e seco

1) Extragdo EtOH:H20 1:1, (3 x) por maceragéo a frio por 24 horas;
2) Filtragdo em papel de filtro;
3) Concentragdo por Rotaevaporagao.

7
1- Extrato 3- Extrato 5- Extrato 6- Extrato 7- Extrato 8- Extrato
Hidroetandlico Hidroetandlico Hidroetandlico Hidroetandlico Hidroetandlico Hidroetandlico

casca dos frutos polpa com folha in natura Pseudocaule Rizoma folhas secas

sementes

1) Extragdo da casca dos frutos EtOH 100% (3 x) por maceragao
4- Extr_ato a frio por 24 horas;
etanolico 2) Filtragdo em papel de filtro;

polpa com ~ B
sementes 3) Concentragdo por rotaevaporagio.

2-Extrato etandlico
casca dos frutos

Figura 16. Obtencdo dos extratos dos frutos e folhas de Renealmia sp. (a) frutos in natura, (b)
extragao do corante, (c) corante (d) extrato seco, (e) polpa com as sementes, (f) extrato da polpa
com as sementes e (g) extrato das folhas secas.




4.3.2 Extrag&o 2 por método de maceragao com os solventes MeOH e Hexano p.a.

Da segunda coleta, a extracdo da casca dos frutos extraidos por método de
maceracao a frio com os solventes hexano p.a e MeOH p.a. A massa total do material
foi de 8,32 g, dividido em partes iguais para extragdo com dois solventes, hexano p.a e
metanol p.a, o volume de solvente usado foi 50 mL, ocorrem trés extracdes por periodo

de 24 h pelo método de maceracao a frio estatica.

Em seguida apos eliminacdo do solvente, esse mesmo material foi extraido
novamente em maceragao assistida por banho de ultrassom (40 MHz) por 2 h, utilizando
Hexano p.a e posteriormente MeOH. Apds o processo de extracdo, os extratos
metandlicos e hexanicos foram secos em capela de exaustdo, para calculo do
rendimento. A Figura 17 mostra a metodologia de extragdo a partir de dois solventes

diferentes.

Figura 17. Procedimentos de extracao com dois solventes (a) metanol p.a e (b) Hexano
p.a.

Fonte: Autor (2023).
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Figura 18. Fluxograma para obtencdo dos extratos segunda coleta.

Coleta e identificagao do material vegetal
da Renealmia sp segunda coleta

1) Higienizagdo;
2) Triagem e secagem.

Material vegetal
higienizado e seco
1) Extragdo da casca dos frutos metanol, (3x) por maceragdo a
frio por 24 horas;
2) Filtragdo em papel de filtro;
3) Concentragdo por Rotaevaporagao;

4) Segunda extragdo por maceragdo assistida por banho de
ultrassom (40 MHz) por 2 h, utilizando MeOH p.a.

| 1) Extragdo da casca dos frutos hexano (3x)
I por maceragao a frio por 24 horas;
2) Filtragdo em papel de filtro;
Extrato MeOH 3) Concentragdo por rotaevaporagio
casca dos frutos 4) Segunda extragdo por maceragdo

assistida por banho de ultrassom (40
MHz) por 2 h, utilizando Hexano p.a.

Extrato Hexano Residuo vegetal
casca dos frutos

4.4 Analise de antioxidantes dos extratos obtidos

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada a partir dos modelos de
ensaios: DPPH e Fe3*/fenantrolina, conforme utilizado por Novaes e Nunez (2008). Esse
ensaio foi realizado no Laboratério de Bioprospeccao e Biotecnologia LABB-INPA. As
atividades antioxidante das amostras testadas foram comparadas com as do acido
ascorbico, como referéncia de antioxidante padrdo. Cada amostra foi avaliada em
triplicata e o resultado expresso em equivaléncia ao antioxidante padrao: acido ascorbico
(Martins et al, 2014).

e Curva de calibragao

Para iniciar o ensaio foi obtida a curva de calibragdo para o DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazila) e para Fe3*/fenantrolina. Sendo preparadas as solugdes de: DPPH (28
ug/mL), Fe3* e 1,10-fenantrolina 0,25%. Uma solugédo estoque de acido ascérbico com

agua deionizada na concentragcdo de 900 pg/mL foi preparada, a partir da qual foram
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feitas seis aliquotas nas concentragdes: 0,90, 180, 360, 540 e 720 pg/mL. Para obtengao
da curva de calibragcdo com DPPH, adicionou-se em seis micro tubos 990 uL de DPPH,
mais 10 yL das aliquotas de acido ascérbico das concentragdes referentes. Apds 30
minutos, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 517 nm. Para a
obtencgdo da curva de calibragéo de Fe3*/fenantrolina, foram adicionados em seis novos
microtubos 10 pL das aliquotas de acido ascorbico das concentracdes referentes, mais
10 uL da solugdo padrao de Fe3* e 980 uL da solugéo 1,10-fenantrolina 0,25%. Apds 1

hora, realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 515 nm.

A avaliacdo da atividade antioxidante das amostras frente a radical livre foi
realizada utilizando o método com DPPH, o qual € considerado um radical estavel que
permite avaliar a capacidade de substancias como sequestradores de radicais livres.
Quando o DPPH recebe um elétron, ou um radical hidrogénio, torna-se um composto
mais estavel e sua absorbancia diminui. Para determinagédo da absorbancia da reacao
entre o DPPH e os extratos foram utilizados 990 uL de DPPH (28 ug/mL em metanol) e
10 uL da solugao das amostras teste (de extratos ou fragdes) a uma concentragao de
500 pg/mL, em triplicata. Como controle negativo foram utilizados 990 uL de DPPH (28
pMg/mL em metanol) e 10 yuL de agua deionizada. Apds 30 minutos, foi realizada uma

leitura da absorbancia em espectrofotémetro (A: 517 nm).

Figura 19. Reacao antioxidante com o radical de DPPH.

ODFFPH DPPH
(roxo, 517 nm) famarelo, 517 nm)

Adicionalmente foi realizado o método com Fe3*/fenantrolina para avaliar a

atividade antioxidante. Esta metodologia justifica-se por permitir avaliar a capacidade
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que tem alguns tipos de antioxidantes de agirem como agentes quelantes, complexando
ions metalicos que catalisam a oxidacéo lipidica. Um par de elétrons ndo compartilhados
na sua estrutura promove a acdo de complexacdo. Para esta metodologia foram
utilizados 980 pL da solugéo de 1,10-fenantrolina, adicionando-se 10 pL da solugao de
Fe3*, e ao final, foi adicionado 10 L da solugdo das amostras teste (extratos ou fragdes)
a uma concentragéo de 500 ug/mL. Como controle negativo foi utilizado uma solugao de
1,10-fenantrolina mais 10 uL da solugdo de Fe3* e 10 yL de agua deionizada. Apds 1

hora, foi realizada uma leitura da absorbancia em espectrofotémetro (A: 515 nm).

Figura 20. Representagdo do complexo de Ferro®+ e fenantrolina.

-

o2

Fonte: Autor, (2023).

Figura 21. Extratos para procedimentos durante a realizagdo do ensaio de antioxidantes no LABB
(INPA).

+ A A*

Fe3* ———»  Fe?*

Fonte: Autor, (2023).

4.5 Fracionamento por cromatografia liquida de média pressao (MPLC-FLASH) do
extrato etandlico casca dos frutos da Renealmia sp.
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Para a escolha do método de fracionamento, foram realizados testes com
diferentes sistemas de fase mével e com fase estacionaria normal e reversa com técnica
de cromatografia em camada delgada (CCDC). A fase estacionaria selecionada por CCD
foi a silica gel C1s, que apresentou a melhor separagdo dos compostos do extrato
etandlico, a mistura de solventes ACN/H20 (9:1) apresentou melhor sistema de

separacao das bandas demonstrado na Figura 22 (A).

Em um cromatografo de média pressao (cromatografia flash), o extrato etandlico
das cascas dos frutos de Renealmia sp. com massa de 0,0900 g foi solubilizado com
EtOH e MeOH na sequéncia inserido na pré-coluna. Os parametros escolhidos para o
fracionamento do corante foram os seguintes: Fase estacionaria cartucho C1s com a
massa de 12 g com volume de 17 mL. Utilizou-se acetonitrila p.a (ACN) como solvente
A e H20 como solvente B em modo gradiente iniciando em 10 % de A, a duragéo total
do método foi 45 minutos e fluxo de 5 mL/min. Parametros do método cromatografico,0-
9 min 100% de MeOH para ativar o cartucho; 9-15 min 20% de A; 15-21 min 20% B e
100% de A; 21-26 min 100% de A; 26-41 min 100% B-20% de A. Tempo da analise 5:15
min. Dois comprimentos de ondas foram selecionados 254 nm e 520 nm. Para a coleta
automatica das fragcbes, foram usados tubos de ensaios sendo obtidas 09 fracdes
(Bickler; Denton, 2016), as mesmas foram submetidas a processo de evaporacado dos
solventes em um Multvaporador Buchi modelo P12, a vacuo por 4 h posterior liofilizacdo

para fragdes com maior concentragao de agua.

Para o fracionamento do extrato etandlico da casca dos frutos, foram utilizados os
seguintes parametros para: comprimentos de onda UV1 254 nm e UV2 520 nm com a
fase mével solvente (A) ACN e solvente (B) Agua a fase estacionaria utilizou-se cartucho
de fase reversa 12 g com capacidade de até 12 mL/min e pressdao 17 bar. As
cromatoplacas de fase normal de silica gel com as fragbes aplicadas, foram eluidas nos
sistemas acetato de etila/acido/acético/acido/formico/agua nas  proporgdes
(100:11:11:26).

As fragdes foram analisadas em placas cromatograficas reveladas com luz ultra
violeta (UV) 254 e 365 nm e também com DPPH (1,1-difenil-2—picril-hidrazila), para
identificar a atividade antioxidante, foi utilizado placas de fase normal F2s4 e reversa (Cas).
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Figura 22. Parametros do fracionamento do extrato etandlico. Placa cromatografica C18,
comprimento de onda (A= UV 366 nm) com o método selecionado (A). Cromatégrafo flash Isolera
(B), (C) corante injetado e (D) 9 fragbes coletadas. Fonte: Autor, (2023).

CElE )

R

Fonte: Autor, (2023).

Figura 23. Sequéncia de procedimento para concentracao das fragdes obtidas.

Fonte: Autor, (2023).

Os extratos etandlicos e hidroetandlico da casca dos frutos foram analisados por
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), método de separagao
qualitativo mais aplicado na separacdo de misturas com substancias de diferentes
polaridades. Seguindo orientagdes de Collins e colaboradores (2010), foi utilizado
cromatoplacas revestida com vidro, aluminio com fase estacionaria de silica gel, com a

fase reversa C1s figura 27 (A) e (B) fase normal F2sa.
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Foram testados reveladores quimicos e fisicos com dois sistemas de separacao
fase movel de melhor separacdo de misturas dos corantes foi:
AcOEt/Ac.Acético/Ac.Férmico/Agua (A:A:A:A) nas proporcdes (100:11:11:26 v/v) e n-
BuOH/Ac.Acético/Agua nas proporcdes (40:10:50 v/v), com fase estacionaria normal
conforme apresentado nos perfis dos extratos etanoico e hidroetandlico da casca dos
frutos da Renealmia sp. As placas foram eluidas com a fase moével selecionada, o extrato
etandlico foi aplicado na fase estacionaria reversa conforme apresentado na Figura 27
(A). Apds o ensaio cromatografico, as placas foram secas e foto documentadas no
Reprostar 2 CAMAG, reveladas em UV (254 nm, 366 nm e visivel), solugdes reveladoras
de DPPH (1,1-difenil-2—picril-hidrazila) e cloreto férrico indicado para a surgimento de

manchas brancas indicagao para substancias com atividade antioxidantes.

4.6 Ensaios antimicrobiano (Método: Difusao em disco)

Os extratos vegetais (A e B) foram avaliados quanto a sua atividade
antimicrobiana frente aos seguintes microrganismos indicadores: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptopcoccus pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Burkholderia cepacia ATCC 17759, Serratia marcescens ATCC 14756 e Mycobacterium
smegmatis (ndo tem ATCC foi doacao) cultivados N; m caldo Luria Bertani (LB) durante
24 h, diluidos com solucao salina 0,9% de acordo com padronizacdo do tubo 0,5 da
escala de McFarland (0,05 mL de cloreto de bario a 1% + 9,95 mL de acido sulfurico a
1%).

Para avaliacado da atividade antimicrobiana, foi utilizada a técnica de difusdao em
agar/disco Kirby-Bauer, onde as bactérias indicadoras padronizadas foram semeadas
com o auxilio de swab estéril em placa de Petri contendo meio Agar Muller-Hinton. Discos
de papel (6 mm) foram embebidos com 30 uL de cada extrato solubilizados em metanol
na concentracao de 100 mg/mL e deixados evaporar por 24 h. Como controle positivo foi
utilizado amoxicilina 10 mg/mL. Os discos foram colocados nas placas previamente
semeadas com os microrganismos testes padronizados. As placas foram armazenadas
em geladeira overnight e entdo incubadas a 35 °C / 37 °C por 24 h a 48 h para bactérias

e leveduras respectivamente. Apos o periodo de incubacao foi avaliado a formacao do
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halo de inibigdo. O ensaio foi realizado no Laboratério de Microbiologia do CBA (Centro

de Bionegocios da Amazonia).

Figura 24. Método de antibiose por difusdo em agar.

25148

3 Formagéo de halo «

FT \. / de inibigéo
4 AL

Fonte: Autor, (2023).

4.7 Analise espectroscopia UV-Vis dos extratos e fragoes

O ensaio foi realizado por método espectroscopico UV-Vis com absorbancia de
200 — 600 nm, com os extratos da tabela 2 (1 e 7) e com o extrato 3, inicio da varredura
de 200 a 800 nm, extrato (1) tabela 3 e reunido das fragdes (5-9) do fracionamento do
extrato etandlico (tabela 2), cromatografia flash, casca dos frutos. Os extratos 3 da tabela
2 e o extrato com absorbéancia de 200 - 800 nm, conforme demosntrado na figura 26. O
resultado apresentado demonstrou indicativo para substancias com dupla conjugadas
com possibilidade de possivel molécula de corante. Os ensaios foram realizados no
Laboratério de Bioprospeccgéao e Biotecnologia LABB-INPA, as amostras foram pesadas
com massas iguais na mesma concentragéo, sendo, 2 mg de material solubilizado com
1 mL de solvente organico de acordo com solubilidade do extrato, na sequencia as
amostras foram armazenadas no pocgo da placa acrilica para UV-Vis, o volume aplicado,
foi de 200 uL, o ensaio foi realizado em ftriplicata, iniciando varredura com comprimento
de onda a partir de (A: 200 - 600 nm) e (A: 200 - 800 nm) no eixo horizontal. Os espectros
com resultados encontram-se na figura 26 com resultados preliminares respectivamente
(Torres et al, 2016).
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4.8 Extrato da polpa com as sementes por técnica de maceragao da Renealmia
sp.

Por ter apresentado atividade microbiana e também por ter pigmento amarelo,
com caracteristicas de carotenoides e também por ter ou compostos aromaticos para
uso como corante natural. Foi realizado uma nova extragdo com o material vegetal polpa
com as sementes, por um periodo de 24 horas, método de maceragao a frio, foram
realizadas no total quatro extragées com sistemas de solventes diferentes, iniciou-se com
EtOH/Agua 1:1, EtOH 100%, Hexano p.a e por fim MeOH. Os extratos foram
concentrados em rotaevaporador e armazenados para posterior ensaios cromatograficos

ccdc.

Figura 25. Extratos da polpa com as sementes da Renealmia sp.

Fonte: Autor, (2024).

4.9 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear 'H (RMN) de trés extratos de
Renealmia sp.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica analitica usada para
determinar a estrutura molecular e a composi¢ao quimica de uma amostra, atua
analisando a interagdo dos nucleos em rotagdo com sobre forte campo magnético. Os
trés extratos brutos de Renealmia sp, foram submetidos a andlise de RMN de 'H com
supressao de agua deuterada, os extratos de Renealmia sp. hidroetandlico polpa com
sementes e folhas secas (tabela 2) e metandlico casca dos frutos (tabela 3), foram
solubilizados com 600 pL de D20 de marca CIL Cambridge (+ 0.01% DSS-04 DLM (D20).
De cada amostra foram pesados 10 mg, sendo necessario filtrar os extratos da casca do

fruto e da folha seca. Todos os extratos foram analisados por RMN de 'H (300 MHz,
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Fourier-300, Bruker), os espectros foram processados no programa TopSpin 3.7.0. o

resultado sera apresentado na discussao.

4.9.1 Perfil cromatografico dos extratos submetidos a analises por RMN.

Os extratos foram submetidos analise cromatografica por CCDC. Os extratos das
hidroetandlico das folhas secas e das cascas dos frutos foram solubilizados com MeOH,
enquanto o hidroetandlico das polpas com sementes foi solubilizado com AcOEt. Fase
movel A:A:A:A e estacionaria fase normal, as amostras foram aplicadas com uso do
Aplicador Automatico TLC CAMAG. 20 uL do extrato, foi aplicado na placa. Apds eluigao
foi revelada no Reprostar CAMAG UV 254 e 366 nm e solugao reveladora de DPPH, afim

de verificar atividade antioxidante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Calculo do rendimento dos extratos

Rendimento (%) = (PCC — PSC) x 100
MF
Onde:

a) Extrato hidroetandlico (1:1)

PCC = peso do frasco com extrato da casca do fruto (g) = 76,3393 g
PSC = peso do frasco vazio = 76,3058 g
MF = massa do material fresco = 4,0087 g

Resultado: Calculo do rendimento do extrato hidroalcoolico = 0,836%.

Os rendimentos dos sete extratos brutos obtidos por método de maceragao
exaustiva a temperatura ambiente variaram de 0,836 a 14,877% conforme exposto na
(Tabela 1). Os melhores rendimentos obtidos ocorreram nas folhas in natura e secas
apresentaram maior massa ambas os sistemas de extracao hidroetandlico. Nas cascas
dos frutos a diferenga entre o extrato hidroetandlico (2,282%) e etandlico (2,434%) foi de
0,152%. O rendimento obtido nas extra¢des da polpa com sementes foi de 1,821%. Para
pseudocaule e rizoma o rendimento foi menor que 1%. Em todos os extratos de
Renealmia sp. da primeira coleta, utilizou-se solugéo extratora hidroetandlica (1:1) com
excegao para os extratos 2 extraido com etanol (100%) e o extrato 7 com a propor¢ao
(7:3).

Tabela 1. Extratos obtidos da primeira coleta de Renealmia sp.

MATERIAL PCC PSC MF REND%
1 - hidroetandlico das casca dos frutos (1:1) 76,3393 76,3058  4,0087 0,836%
2 - etandlico 100% das cascas dos frutos 79,0514 78,9614  4,0048 2,247%

3 - hidroetandlico das polpas com sementes 51,1331 50,9512 10,0105 1,817%
(1:1)
4 - hidroetandlico das folhas in natura (1:1) 54,8000 50,1018 50,2910 9,521%

5 - hidroetanédlico do pseudocaule (1:1) 35,9520 35,8410 30,1200 0,369%
liofilizado
6 - hidroetandlico dos rizomas (1:1) 81,1653 81,0300 50,9917 0,265%
liofilizado
7 - hidroetandlico das folhas secas (7:3) 151,4823 138,0921 90,0029 14,878%
liofilizado

57



Legenda:
PCC = peso do frasco com extrato da casca do fruto;
PSC = peso do frasco vazio;

MF = massa do material fresco.

Avaliagdo das metodologias de extracdo aplicadas as diferentes partes da
Renealmia demonstrou que a eficiéncia da obtencdo de pigmentos esta diretamente
associada ao tipo de solvente, a polaridade das fragcoes e a parte da planta utilizada. Os
resultados obtidos na comparacéao entre folhas, casca dos frutos e polpa com sementes
evidenciam diferengas marcantes na composicdo quimica, observado em Renealmia
alpinia por Luna-Guevara et al (2016). Segundo Oliveira et al (2016), a extragdo com o
sistema hidroetandlico 70% apresentou melhor resultado de extragdo, bem como maior
rendimento em praticamente todos os métodos de extracio, por ser mais seletivo para

extracdo dos metabolitos secundarios.

Seguno Luna-Guevara et al (2016) os frutos de Renealmia sp. apresentaram
maior concentragcéo de pigmentos carotenoides e fendlicos, enquanto as folhas exibiram
compostos com menor intensidade a cor, porém relevantes em termos de bioatividade.
A diferenciagdo na composicdo quimica entre folhas, casca de frutos e polpa de
Renealmia sp. foi identificada neste estudo de que encontrou perfis distintos de fendlicos

e pigmentos em diferentes partes de R. alpinia.

Além disso, Negrelle (2015) ressalta a grande variabilidade fitoquimica dentro do
género Renealmia indicando que diferentes partes da planta podem concentrar
diferentes tipos de metabdlitos (como fendlicos, diterpenos) dependendo da espécie e
do 6rgao vegetal. Por exemplo, certas espécies de Renealmia sp, tém altos teores de

labdanos diterpénicos e compostos fendlicos.

Segundo Negrelle (2015) e Gdmez-Betancur; Benjumea (2014), os povos
originarios tribos indigenas Embera-Katio, pertencentes as regides de Antioquia e
Chocd, na Colébmbia, utilizam Renealmia alpinia para fins medicinais. O estudo de
Gbémez-Betancur; Benjumea (2014) foi o primeiro relato a descrever a pinostrobina
(metabdlito secundario da classe dos flavonoides) na espécie Renealmia alpinia e

comprovar suas propriedades in vitro contra o veneno de Bothrops asper. O estudo
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verificou a capacidade inibitéria da pinostrobina, o principal composto do extrato
diclorometanico da R. alpinia, sobre os efeitos téxicos do veneno de Bothrops asper por
meio de modelos in vitro e in vivo. Constatou-se também que este favonoide foi o
responsavel pela atividade analgésica e anti-inflamatéria do extrato de Renealmia
alpinia. Além disso, os dados deste estudo demonstram que a pinostrobina pode atenuar

alguns danos teciduais locais induzidos pelo veneno devido a efeitos hemorragicos.

Tabela 2. Extratos obtidos da segunda coleta de Renealmia sp.

MATERIAL PCC PSC MF REND %
Metanolico das cascas dos 33,9110 33,8270 4,0018 2,099%
frutos
Hexanico das cascas dos 26,7803 26,7007 4,0013 1,989%
frutos

Na segunda coleta do material vegetal utilizado foram coletadas apenas as
cascas dos frutos in natura. A extracao ocorreu com dois solventes, hexano e metanol
p.a, também por método de maceragao exaustiva, o rendimento obtido dos extratos, foi
de 2,099% metanol enquanto o hexano 1,989% extraido de 4,0018 g de material fresco
(Tabela 2). O extrato metandlico apresentou maior rendimento com diferengca de menos
1%.

Devido a escassez de estudos com o género Renealmia sp. foi necessario
comparar os resultados obtidos considerando-se extratos de diferentes géneros e

especies visando a obtencao de uma discussao mais ampla e robusta.

Avaliacdo das metodologias de extracdo aplicadas as diferentes partes da
Renealmia demonstrou que a eficiéncia da obtencdo de pigmentos esta diretamente
associada ao tipo de solvente, a polaridade das fragdes e a parte da planta utilizada. Os
resultados obtidos na comparacdo entre folhas, cascas dos frutos e polpas com
sementes evidenciam diferengcas marcantes na composicdo quimica, observado em

Renealmia alpinia por Luna-Guevara et al, (2016).

A avaliagao das propriedades antimicrobianas dos extratos vegetais empregados
como corantes naturais tem ganhado destaque devido ao interesse crescente por
substitutos aos corantes sintéticos e por compostos capazes de agregar valor funcional

a alimentos e bioprodutos. Os resultados obtidos para os extratos avaliados demonstram
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que substancias pigmentantes frequentemente associadas a flavonoides, antocianinas,
carotenoides e outros metabdlitos secundarios podem apresentar atividade
antimicrobiana relevante, corroborando achados ja descritos na literatura (Rodrigues et
al, 2020; Silva et al, 2019).

E relevante destacar que o uso de extratos pigmentados como corantes naturais
apresenta dupla vantagem: além de conferir coloragcdo estavel, pode agregar
propriedades bioativas como ag¢ao antioxidante e antimicrobiana, aumentando seu
potencial de aplicagdo em alimentos e bioprodutos (Kinupp & Lorenzi, 2014; Santos et
al, 2021).

5.2 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos por difusao em disco.

Os extratos hidroetandlicos das polpas com sementes (amostra 3) (Tabela 3),
apresentaram atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus (Sa). Os extratos
apresentaram coloragdo na cor amarelo, um possivel indicativo da presenca de
carotenoides. Ja o extrato hidroetandlico das folhas secas (amostra 7) apresentou
atividade sobre Enterococcus faecalis (Ef) e Mycobacterium smegmatis (Ms). O extrato
das folhas secas apresentou coloracdo marrom, indicios de perda da clorofila, devido as
atividades apresentadas podera ser objeto de estudo fitoquimica para caracterizar as

substancias antimicrobianas.

Figura 26. Placa dos extratos (A) hidroetanolico polpa com as
sementes e (B) hidroetanolico folhas secas.
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Segundo Ribeiro et al (2014), Staphylococcus aureus € uma bactéria responsavel
por ocasionar uma ampla variedade de doencgas infecciosas. A preocupacado esta
relacionada principalmente com os isolados resistentes a meticilina (MRSA) que,

tradicionalmente eram limitados aos hospitais.

Tabela 3. Halos de inibicdo (cm) observados para as amostras testadas da primeira coleta

Microrganismos testados — CEPAS ATCC'S

Amostras

7 - 12 20 - - - - - - -

O N A W NN-=
Diametro do disco 0,65 cm

Legenda: 1 - Extrato EtOH/H.O das cascas dos frutos; 2 - extrato EtOH das cascas dos frutos;
3 - extrato EtOH/H20 das polpas com sementes; 4 - extrato EtOH/H.O das folhas in natura; 5 -
extrato EtOH/H20 dos pseudocaules; 6 - extrato EtOH/H,O dos rizomas; 7 - extrato EtOH/H.O
das folhas secas. Pa: Pseudomonas aeruginosa;, Ms: Mycobacterium smegmatis; Ef:
Enterococcus faecalis; Ca: Candida albicans; Ec: Escherichia coli; Kp: Klebsiela pneumoniae;
Bk: Burkolderia cepacia; Bc: Bacillus cereus, Sm: Serratia marcences, Sa: Staphylococcus
aureus.

Diversos autores relatam que a atividade antimicrobiana mais expressiva das
espécies de Renealmia esta associada principalmente aos 6leos essenciais e nao aos
extratos hidroalcodlicos. Noriega et al (2016), ao analisarem o 6leo essencial das folhas
de R. thyrsoidea identificaram altos teores de compostos volateis como B-pineno, a-
phellandreno e terpinoleno, que demonstraram significativa atividade contra bactérias
como E. coli e P. aeruginosa. Resultados semelhantes foram observados por Noriega et
al (2018), que investigaram o Oleo essencial dos rizomas da mesma espécie e relataram

inibicdo bacteriana associada a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos.
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5.3 Perfil cromatografico (CCDC) preliminar dos extratos brutos da casca dos
frutos

O extrato etandlico aplicado na cromatoplaca fase reversa e analisado no
comprimento de onda UV 254 nm apresentou manchas azuis, com os Rf’s 0,08 e 0,77

indicios de flavonoide (Figura 27).

A presenca de fluorescéncia amarelada a verde sob UV-366 nm apds o tratamento
com NP/PEG indica fortemente a ocorréncia de flavonas e flavondis glicosilados,
metabdlitos ja descritos para o género Renealmia em diferentes érgaos vegetais (Pabon
et al, 2019).

Figura 27. Perfil cromatografico CCDC dos extratos etandlico e hidroetanolico, fase
estacionaria reversa (A) e fase normal (B).

CUBA com CCD UV 254 nm UV 366 nm VISIVEL
A

VISIVEL UV 254 nm UV 366 nm VISIVEL - REV
DPPH




VISIVEL VISIVEL - CLORETO
FERRICO

- —— - - 1
E.B.H

Figura 28. Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) do extrato metandlico
casca C!OS frutos,, cuba com CCDC, fase estacionaria normal, fase moével A:A:A:A
(AcOEt/Ac.Acético/Ac.Formico/Agua) (100:11:11:26) volume aplicado 5 L.

UV 366 nm VISIVEL NP/PEG

"3 1

Os resultados obtidos a partir do extrato metandlico das cascas dos frutos (Figura
28) apresentaram substancias com intensa coloragédo roxa quando revelado nas luzes
visivel, UV 254 nm e 365 nm com o mesmo Rf 0,45 (fator de retengao). Esses resultados
indicam presenga de compostos fendlicos ou antocianinas no extrato vegetal o que
caracteriza como corante. Foi observado que o extrato das cascas dos frutos apresentou
mancha azul com Rf 0,35 e amarelo com Rf 0,75 quando revelado com NP/PEG

caracteristico de flavonoides (Figura 28).
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A principio foi observado um aumento da intensidade dos cromoforos o que
sugere a presenca de substadncias com anel aromatico revelado na luz visivel que
apresenta o Rf de 0,45. Observou-se também forte indicio de substancia com cromaéforos
no extrato metandlico casca dos frutos da Renealmia sp. Os resultados mostraram
atividade antioxidante apos revelado com DPPH com surgimento de mancha com cor
amarela sobre o fundo purpura (Figura 28) e atividade microbiana para trés cepas Sa,
Pa e Ef. Conforme resultado apresentado na (Tabela 6) os extratos brutos poderao ser
testados como corante natural por ter revelado colorag&o roxa na luz visivel caracteristica

de substancias com cromoforos.

A presenca de fluorescéncia amarelada a verde sob UV-366 nm apds o tratamento
com NP/PEG indica fortemente a ocorréncia de flavonas e flavondis glicosilados,
metabalitos ja descritos para o género Renealmia em diferentes érgaos vegetais (Pabon
et al, 2019).

5.4 Resultado do fracionamento do extrato EtOH 100% das cascas dos frutos por
cromatografia flash.

As nove fragdes resultantes do fracionamento quando analisadas por CCDC e
revelados por reveladores fisicos e quimicos apoés eluicdo com a fase movél Acetato de
Etila/Acido Acético/Acido Férmico/Agua nas proporcdes (100:11:11:26), com fase
estacionaria normal, apresentaram coloragao roxa com caracteristicas de antocianinas
(Figura 29). As fragbes apresentaram manchas quando reveladas em luz ultravioleta (A:

254 e 365 nm) e na luz visivel.

Nas fracoes 5, 6, 7, 8 e 9 pode-se observar que, as substancias absorvem nos
comprimentos de onda (UV 254 e 366 nm) e visivel nos Rf's 0,19, 0,20 e 0,22
apresentaram coloracgao roxa, o que indica a presenca de metabdlitos com cromaéforos e
cor visivel para aplicacdo de corantes. Nas fracbes, também foi possivel observar
indicios de atividade antioxidante, quando as placas foram reveladas com solugao de
DPPH.

A extragdo com etanol tende a favorecer a solubilizagdo de pigmentos polares,

como flavonoides, antocianinas e taninos condensados, classes frequentemente
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reportadas em espécies da familia Zingiberaceae, a qual Renealmia sp. pertence
(Kamenik et al, 2020).

Figura 29. Parametros do fracionamento por cromatografia Flash e CCDC das
fracbes coletadas.

(A) UV 254 nm (B) UV 365 nm (C) VISIVEL (D) VISIVEL DPPH

5.5 Ensaio de atividade antioxidante

De todos os extratos testados apenas o extrato hidroetandlico das cascas dos
frutos (extrato 01) apresentou atividade moderada frente ao ensaio de Fe3*/fenantrolina
com equivaléncia de 3 quando testado na concentracédo de 500 ug/mL (Tabela 4).
Conforme a tabela 5 este resultado a atividade antioxidante pode ser considerada
moderada quando comparada ao antioxidante padréo, acido ascoérbico. Ja no ensaio

sobre o DPPH, nenhum dos extratos avaliados apresentou atividade antioxidante.
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A atividade pode estar relacionada com a presenca de substancias fendlicas que
podem ser encontradas em plantas. Nos extratos avaliados, essas substancias podem

ser responsaveis pela atividade quelante de ions metalicos (Akin; Saki, 2019).

Tabela 4. Analise da atividade antioxidante dos extratos brutos de Renealmia sp.

Método usando DPPH-= Método usando Fe®*

Extrato

|AABSs17| [AAleq Equiv. [Fe?'] [AAleq Equiv.
01 - EtOH/H0
das casca dos 0,056 +0,0 0,546 +0,06 9,233 +0,9 0,593 0,13 1,742 £+0,39 2,96 +0,58
frutos

02 - Aquoso das

) 0,006 0,0 -0,213 0,01 -23,637 £2,0 0,030 0,0 0,060 £0,06 182,31 £152,5
folhas in natura

03 - EtOH/H20 das

polpas com 0,024 10,01 0,067 £0,14 5,978 £4,7 0,067 0,0 0,170 £0,09 38,11 +£25,2
sementes

0.4 - EtOH dos 0,011 £0,0 -0,138 0,02 -36,964 £5,9 0,048 £0,02 0,115 0,07 77,81 78,7
rizomas

05 - EtOH/H.0

dos 0,010 £0,0 -0,148 +0,01 -34,095 £3,47 0,032 £0,02 0,065 £0,08 -24,99 £120,08

pseudocaules

06 - EtOH/H.0

das folhas in 0,007 £0,0 -0,193 +0,03 -26,394 4,15 0,077 £0,04 0,200 £0,12 31,86 £16,67
natura

Tabela 5. Escala para interpretagédo dos resultados da atividade antioxidante (Martins, et al,
2014).

Menor que 1,0 Muito ativo
Entre 1,1 a 2,0 Ativo

Entre 2,1 a 3,0 Atividade moderada
Maior que 3,1 Inativo

* Curva de calibracdo com acido ascérbico com DPPH e Fe3*

Figura 30. Curva de calibragao com acido ascérbico com DPPH.
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Figura 31. Curva de calibragdo com acido ascorbico com Fe3*

Curva de acido ascorbico com Fe®™

086 - y = 0,0666x + 0,049
05 | R® = 0,9902
04
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0,0
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0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Concentragédo de AA em pg.mL-

5.6 Analise por espectrofotometro UV-Vis leitura de (A: 200 a 800 nm) dos
extratos brutos selecionados e fragées reunidas.

Os espectros de absorg¢ao na regiao de ultravioleta-visivel (UV-Vis) apresentados
abaixo, evidenciam a presencga caracteristicas de substancias com duplas ligacdes
conjugadas com absorbancia verso comprimento de onda na faixa de (A: 254 nm), no

eixo horizontal o que ¢é indicagao para substancia com corante (Linhares et al, 2023).

Os extratos submetidos as analises foram os seguintes: a) Hidroetandlico casca
dos frutos, b) Hidroetandlico polpa e sementes, ¢) Hidroetandlico folha seca, ambos
inseridos na tabela 1, d) Metandlico casca dos frutos, e) Hexénico casca dos frutos
ambos (tabela 2), e f) Fragdes reunidas (5-9) do fracionamento por cromatografia flash
(figura 29).

De acordo com os espectros, dois extratos apresentaram absorbancia abaixo da
faixa de 220 nm, extrato hidroetandlico casca do fruto e extrato hexanico casca dos
frutos. Os extratos que apresentaram o maximo de absorbéancia nas faixas (270 — 280
nm), foram o extrato hidroetandlico das polpas com sementes (tabela 2) e extrato
metandlico das cascas dos frutos (tabela 2). Os extratos que apresentaram melhores

resultados com indicios de cromoforos para obtengao do corante foram hidroetandlico,
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etandlico e metandlico das cascas dos frutos e metandlico das polpas com sementes.

Os espectros apresentaram absorbancia a partir 270 - 280 nm.

Recentemente Santos (2021 apud Soares et al, 2021), identificaram oito
compostos principalmente fendlicos na espécie R. petasites Gagnep, extraidos de
rizomas, caules e folhas. O fruto incluindo polpa, sementes e casca, também encontrou
aplicagcao devido a alta capacidade antioxidante. Nos extratos de Renealmia sp, foi
possivel identificar atividade antioxidante nos extratos da casca dos frutos, folha seca e

polpa com sementes.

A analise espectrofotométrica na faixa de 200 a 800 nm revelou diferengas
marcantes entre os extratos hidroalcodlico, etandlico e metandlico das diferentes partes
de Renealmia sp. (folhas, casca de frutos e polpa com sementes). Em todos os
espectros, observou-se um padrao de absor¢do concentrado na regido do ultravioleta
(UV), entre 250 e 300 nm, o que indica a predominancia de compostos fendlicos com
estruturas aromaticas conjugadas, como flavonoides, taninos e acidos fendlicos.
Resultados semelhantes foram descritos por Farag et al, (2024), que demonstraram que
extratos vegetais apresentam forte absor¢cdo nessa faixa devido aos anéis benzénicos

conjugados tipicos de metabdlitos fendlicos.

A literatura atual reforga que, embora a espectroscopia UV-Vis seja uma
ferramenta valiosa para triagem inicial de compostos fendlicos e pigmentos, ela n&o é
suficiente para caracterizacdo definitiva. Trabalhos recentes recomendam o uso
combinado com cromatografia liquida (HPLC-DAD ou LC-MS) para identificacao e
quantificacdo das antocianinas, flavonoides e taninos presentes (Kowalewski et al, 2023;
Silva et al, 2019). Assim, os resultados obtidos indicam que Renealmia sp. possui
composicao rica em compostos fendlicos detectaveis por UV-Vis, mas a identificacao
exata dos pigmentos responsaveis pelas cores observadas demanda técnicas

complementares.
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Figura 32. Espectros de UV dos extratos (tabela 1 e 2), absorbancia UV-Vis leitura de
(A: 200 a 600 nm: a), b), c), d), e) e f).

a) Extrato 1 hidroetandlico casca dos frutos (tabela 1).
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Legenda: Extratos de Renealmia sp.

a) Extrato 1 hidroetandlico das cascas dos frutos (tabela 1);
b) Extrato 3 etandlico das polpas com sementes (tabela 1);
c) Extrato 7 hidroetandlico das folhas secas (tabela 1);

d) Extrato 1 metandlico das cascas dos frutos (tabela 2);

e) Extrato 2 hexanico das cascas dos frutos (tabela 2);

f) FragGes reunidas 5-9 do fracionamento do extrato EtOH das cascas dos frutos (tabela 1).
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b) Extrato 3 etandlico polpa com as sementes (tabela 1) leitura de (A: 200 a 800 nm).

210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540 570 600 630 850 690 720 750 780

c) Extrato 7 hidroetandlico folhas secas o extrato apresentou atividade microbiana
(tabela 1)
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d) Extrato 1 metandlico casca dos frutos, apresentou atividade microbiana (tabela 2).

OO0 IDC TA0 JEO THO 00 330 IS M0 IS0 400 430 480 480 480 SO0 S30 S0 S80S0 SO0

e) Extrato 2 hexanico da casca dos frutos, segunda coleta (tabela 2) absorbancia (A:
200 — 800 nm).

4,00
3,80
380
3,40
3.20
3.00
2,80
2,60
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B200
1,80
1,60
1,40
120
1,00
0,80
0,60
0,40
020

0,00
210 240 270 300 330 360 380 420 450 4B0 510 540 570 800 830 &80 690 T20 750 780

f) Fragdes reunidas 5-9 do fracionamento por cromatografia flash, extrato etandlico
casca dos frutos.
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5.7 Anadlise dos espectros de RMN de 'H dos trés extratos brutos de Renealmia
sp.

Dos extratos analisados por RMN de 'H, somente o extrato hidroetandlico das
polpas com sementes apresentou sinais de hidrogénios aromaticos entre 6 a 8 ppm,
indicando a presencga de substancias fendlicas ou aromaticas. Em todos os extratos ndo
foram observados sinais de hidrogénios apos essa regido, como hidroxilas queladas,

hidrogénios ligados a nitrogénio, acidos carboxilicos ou aldeidos.

Na regido entre 0 e 1 ppm nao foi possivel observar presenga de metilas dos
terpenos, talvez por serem mais hidrofébicos, considerando que os extratos foram
solubilizados com agua deuterada (D20). Ja entre 1,5 a 1,75 ppm, foi observada a
presenca de intensos sinais de hidrogénios metilénicos ou metinicos no extrato das
folhas secas hidroalcéolico e também no extrato metandlico das cascas dos frutos. Ja na
regiao entre 1,75 a 3 ppm, foi possivel observar hidrogénios com mais desprotecgéao,
relacionadas a presencga de hidrogénios metilénicos proximos a heteroatomos e com
sinais mais intensos no extrato de casca metandlico. Em ambos os extratos foi possivel
observar intensos multipletos nas regides 3 a 4 ppm caracteristicos de hidrogénios de

acgucares.

Estudos metabdlicos demonstram que as sementes de Renealmia sp contém
triglicerideos e compostos terpenoides de cadeia longa, frequentemente observados
entre 6 1,0 e 1,5 ppm (Kamenik et al, 2020).

As analises de RMN de "H indicam que o extrato metandlico das cascas dos frutos,

hidroetandlico das polpas com sementes e hidroetandlico das folhas da Renealmia sp
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possuem sinais de agucares e de metoxilas, com sinais entre 3 e 4,5 ppm, mas
destacando que os extratos hidroetandlico das folhas e metandlico das cascas dos frutos
tem indicativo de metilas e o extrato hidroetandlico das polpas com sementes apresenta
sinais de possivel flavonoide, com sinais entre 6,6 e 7,4 ppm. Estes resultados estimulam
a continuagao do trabalho a fim de isolar as substancias presentes e que possam ser

corantes com atividade antibacteriana ou antioxidante.

Tais resultados estao alinhados com o perfil quimico ja descrito para Renealmia
spp., onde compostos fendlicos e flavonoides variam conforme o orgéao vegetal (Pabon
et al. 2019; Barradas et al, 2018).

5.7.1 Perfil cromatografico dos extratos submetidos analises de RMN 'H.

Os extratos brutos analisados, apresentaram substancias semelhantes apods
serem revelados com reveladores fisicos e quimicos com o comprimento de onda UV
254 nm, 366 nm, Luz visivel DPPH, Vanilina e NP/PEG (Figura 33). No extrato
hidroetandlico folha seca, observou-se manchas com substancia na cor azul ao revelar
com o comprimento de onda UV 366 nm. A partir do revelador NP/PEG que é especifico
para flavonoides, manchas revelaram-se com mais intensidade na cor azul e amarela
com os (Rfs 0,30 e 0,90), UV 254 nm (Rfs. 0,30, 0,94) nos extratos (1 e 3) e 366 nm com
os (Rfs. 0,18, 0,30 e 0,94). A partir do extrato da casca dos frutos, foi possivel observar

uma mancha com Rf 0,18 no UV 366 nm.

ApOs os extratos serem revelados com a solugao reveladora de DPPH, observou-
se que os trés extratos apresentaram atividade antioxidante fundamental para o uso

como corante natural que é capaz de inibir os radicais livres (Figura 33).

As substancias que apresentaram coloragdo e atividade antioxidante com
indicativos de substancias polifendis, entre os mais caracteristicos, podem ser
antocianinas devido sua coloragao vermelho a roxa em frutas e vegetais (Guerrero et al,
2023). O estudo de Jimenez et al (2022) relatou a presenga de antocianinas na casca da
espécie R. alpinia. As flavonas, sdo as que proporcionam a coloragdo amarela em
algumas frutas e os carotenoides que auxiliam na mudanga da cor do vermelho para o

verde (Jimenez, et al, 2022).
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Figura 33. Perfil ccdc dos extratos brutos revelados em UV 254 e 366 nm, DPPH,
Vanilina e NP/PEG.

UV 254 nm UV 366 nm

*‘%_ P Rev Vanilina
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NP/PEG 366nm NP/PEG 366nm
1 2 3 Ty "

UV 254nm Uv 366nm
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Legenda: 1 - Extrato hidroetandlico das folhas secas;
2 - Extrato hidroetandlico das polpas com sementes;

3 - Extrato metandlico das cascas dos frutos.

5.7.2 Avaliagao da atividade microbiana dos extratos tabela 6, por difusao
em disco.

Os extratos brutos das cascas dos frutos apresentaram atividade para o
microrganismo Pseudomonas aeruginosa (Pa), Enterococcus faecalis (Ef),
Staphylococcus aureus (Sa), no extrato bruto casca dos frutos metandlico e
Pseudomonas aeruginosa (Pa) e Enterococcus faecalis (Ef) no extrato bruto da polpa
com as sementes metandlico. Foi possivel observar indicios de flavonoides nas
cromatoplacas ao serem revelados com NP/PEG, apresentaram coloragao azul, amarela
nas bandas com os Rfs. 0,58, 0,77 no extrato hidroetandlico da folha seca Rf. 0,20,
extrato hidroetandlico polpa e sementes e Rf. 0,10, 0,48, 0,57, extrato casca dos frutos

metandlico. Com o uso do revelador Vanilina sulfurica, surgimento de manchas lilas o
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que caracteriza indicios de substancias aromaticas nos trés extratos demostrados na
(Figura 33).

Figura 34. Placa de teste de antibiose dos extratos bruto da casca do fruto e polpa com as
sementes (A) e (B).

Tabela 6. Halos de inibicdo (cm) observados para as amostras testadas da segunda coleta

Microrganismos testados — CEPAS ATCC'S
Pa| Ms | Ef | Ca | Ec Kp Bk | Bc Sm Sa

Amostras

1- Polpa com as - - - - - - - - - -
sementes - EtOH

2- Casca dos 0,9 - 0,9 - - - - - - 1,0
frutos - MeOH

3- Polpa com as

sementes - MeOH 0.9 - 1,0 - - - - - - .

Diametro do disco 0,65 cm

Legenda das 10 cepas testadas: Staphylococcus aureus (Sa) ATCC 25923, Streptopcoccus
pneumoniae (Sp) (ATCC 49619, Enterococcus faecalis (Ef) ATCC 29212, Escherichia coli (Ec)
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae (Kp) ATCC 700603, Burkholderia cepacia (Bc) ATCC
17759, Serratia marcescens (Sm) ATCC 14756, Mycobacterium smegmatis (Ms) e
Pseudomonas aeruginosa (Pa).

Além da relevancia cromatica, a presenca de fendlicos nos extratos também é
consistente com propriedades funcionais frequentemente atribuidas a extratos de
Renealmia sp, como atividade antioxidante e antimicrobiana, amplamente associadas
aos flavonoides e taninos detectados por CCDC (Ghosh; Rane; Nayak, 2021). Portanto,
o perfil observado refor¢a o potencial da casca e polpa com as sementes do fruto como
fonte de corantes naturais, com possivel aplicagdo nas industrias alimenticias, cosmética

e biotecnologica.
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Figura 35. Espectros de '"H RMN em D,O extrato metandlico casca dos frutos, hidroetandlico polpa com as sementes e folhas

secas da Renealmia sp.
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6 CONCLUSOES

Os extratos hidroetandlico e metandlico da casca dos frutos, a polpa com as
sementes e o extrato hidroetandlico das folhas secas de Renealmia sp.
demonstraram potencial para uso como corantes.

Os extratos etanodlicos da folhas secas de Renealmia sp. apresentaram
potencial antimicrobiano, in vitro, contra as bactérias Mycobacterium smegmatis e
Enterococcus faecalis.

O extrato hidroetandlico das cascas dos frutos de Renealmia sp. apresenta

potencial como antioxidante natural.

A espécie Renealmia sp. € uma planta alimenticia ndo convencional, nativa da
Amazdnia e € promissora para a obtencao de corantes naturais e substancias com

aplicagao biotecnoldgicas, como antioxidantes e antimicrobianas.
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