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RESUMO

Para tornar potaveis aguas salobras ou salinas, € necessario fazer a dessalinizacao,
processo que normalmente exige alto investimento e recursos tecnolégicos
complexos para a produgao em larga escala. Uma solugao simples e eficiente para
as comunidades do Semi Arido pode ser a dessalinizacdo de agua salobra pelo
contato com materiais biologicos, através do uso de dispositivos caseiros contendo,
por exemplo, sementes que adsorvam parte do sal da agua, reduzindo a salinidade
da mesma. Em estudo desenvolvido recentemente sobre a capacidade de sor¢géao de
sais de agua salobra por sementes tipicas de regibes semi aridas foram
consideradas mais eficientes sementes de umbu (Spondias tuberosa Arruda) e
Umburana (Amburana cearensis A. C. Smith). Em funcéo disso, foi estudado neste
trabalho o perfil quimico desses materiais biol6gicos no seu estado natural e
transformado em carvdo quando aquecido a 250 °C por 1 hora, que foi a melhor
condicdo encontrada para maior eficiéncia de dessalinizagdo. Da analise fitoquimica
da semente da umburana foi observada a presenca de alcalbides, taninos,
saponinas, cumarinas, triterpenos, esterdides e flavondides, e o seu carvao
apresentou resultados positivos para alcaléides, taninos, saponinas, esteréides e
flavondides. Na semente do umbu observou-se a presenca de taninos, cumarinas,
acidos organicos, esteroides e flavondides e no carvao nao foram observados
resultados positivos. No perfil dos acidos graxos obtido por cromatografia gasosa
(CG) dos ésteres metilicos produzidos por reacdo de esterificacdo dos extratos
hexanicos das sementes, foram encontrados: na semente in natura da umburana
dez &cidos graxos, sendo oito saturados (palmitico, margarico, oléico, estearico, n-
nonadecilico, araquidico, n-heneicosoico e lignocérico), um insaturado (acido oléico)
e outro que nao foi possivel identificar; o carvdo desta semente apresentou os
mesmos acidos graxos, além do acido miristico; a semente in natura do umbu
apresentou sete &acidos graxos saturados (miristico, palmitico, esteéarico, n-
nonadecilico, araquidico, n-heneicosbico e behénico) e dois acidos insaturados
(oléico e linoléico); o seu carvao, apresentou a mesma composi¢cdo dos acidos
graxos saturados que a semente in natura, mas apenas um insaturado (acido
oléico). A andlise por CLAE dos extratos da semente da umburana in natura e como
carvdo e do umbu in natura revelou pela primeira vez a presenga de acido L-
ascérbico e acido gélico nestes materiais bioldégicos. A presenca de alcaldides
identificados no carvdo da umburana ndo é um bom indicativo para sua utilizagao
como dessalinizador, devido a conhecida toxicidade de substancias dessa familia,
assim como pela presenga de cumarina, em fungdo da sua toxicidade e solubilidade
parcial em agua. No entanto, devido a facilidade de obtengéo da cumarina a partir da
semente moida da umburana, sua utilizacdo podera ser viavel em industrias de
produtos de limpeza e cosméticos ou como material de partida para sintese de
farmacos, entre outros. No carvdao produzido com a semente de umbu néo foi
identificado nenhum dos metabdlitos encontrados na semente in natura e este
resultado é promissor para a sua utilizagcdo como dessalinizador. No seu carvao foi
observado apenas acido L-ascérbico, substancia soluvel em agua, que além de
evitar doengas, € extremamente importante no combate dos radicais livres oriundos
de processos oxidativos. Além disso, este material, rico em acidos graxos, podera
ser mais bem aproveitado, principalmente pela presenca do acido linoléico,
considerado benéfico a saude.

Palavras Chave: Analise fitoquimica, Umbu, Umburana, Semi Arido



ABSTRACT

To make drinking brackish or saline water, it is necessary to make the desalination,
one process that typically requires high investment and complex technological
resources for large-scale production. A simple and efficient solution for the Semi Arid
communities may be the desalination of brackish water by contact with biological
materials, using homemade devices containing, for example, seeds that adsorb part
of the salt content of the water, reducing its salinity . Recently we developed a study
on the desalination of brackish water for human watering, where were tested various
biological materials native of semi-arid region, in relation to the sorption capacity of
salts contained in brackish water. Were considered more efficient the umbu
(Spondias tuberosa Arruda) and Umburana seeds (Amburana cearensis A. C.
Smith). So, has been studied in this work the chemical profile these biological
materials in their natural state and transformed into coal when heated to 250 °C for 1
hour, that was the found best condition for greater efficiency in the desalination
homemade device. Through the phytochemical analysis of the umburana seeds was
observed the presence of alkaloids, tannins, saponins, coumarins, triterpenes,
steroids and flavonoids, and the tests with their coal were positive for alkaloids,
tannins, saponins, steroids and flavonoids. In the in natura umbu seeds were
observed the presence of tannins, coumarins, organic acids, steroids and flavonoids,
but in its coal were not seen positive results. In the fatty acid profile was obtained by
gas chromatography (GC) in the methyl esters produced by esterification reaction of
the hexanic extracts for each of the types of seeds, were found: in the in natura
umburana seeds ten fatty acids, eight saturated (palmitic, daisy, oleic acid, stearic
acid, n-nonadecilic, arachidic, lignoceric and n-heneicosoic), one unsaturated (oleic
acid) and another one, who it was not identified; the coal of this seed showed the
same fatty acids, beyond myristic acid; the in natura umbu seeds presented seven
saturated fatty acids (myristic, palmitic, stearic acid, n-nonadecilic, arachidic, n-
heneicosoic and behenic) and two unsaturated fatty acids (oleic and linoleic); their
coal, had the same composition of saturated fatty acids as the seed in natura, but
only one unsaturated (oleic acid).The high performance liquid chromatography
analysis of extracts of the in natura an as coal umburana seed and in natura umbu
seed revealed by first time the presence of L-ascorbic acid and gallic acid in these
biological materials. The presence of alkaloids identified in the umburana as coal is
not a good indication for its use as desalinator material due to the known toxicity of
substances this family, as well as by the presence of coumarin, becouse their toxicity
and partial solubility in water. However, due to the ease to obtain coumarin from the
umburana ground seed its industrial use may be feasible in cleaning products and
cosmetics or as starting material for synthesis of pharmaceuticals, among others. In
the coal produced from the umbu seed were not identified the metabolites found in
the seed in natura. This result is promising for its use as desalinator material. In the
respective coal it was observed only L-ascorbic acid, a substance that in addition to
be soluble in water prevents diseases and fight free radicals arising from oxidative
processes. Moreover, this material, rich in fatty acids, can be better utilized,
especially by the presence of linoleic acid, which is considered beneficial to health.

Keywords: Phytochemical analysis, Umbu, Umburana, Semi Arid
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1. INTRODUCAO

A qualidade da agua superficial e subterranea da regido semi arida do Estado da
Bahia vem sendo avaliada por érgaos dos governos Federal e Estadual, tendo sido
gerada uma razoavel base de dados com os resultados das analises de parametros
tradicionais. Pesquisadores da Universidade Federal da Bahia vem levantando
desde 2001 dados de qualidade de 4gua em municipios do Semi Arido do Estado da
Bahia, permitindo identificar os principais problemas com relagdo ao uso da agua e
avaliar os impactos do uso e da qualidade da 4gua sobre a saude da populacao de
algumas comunidades daquela regiao (MMA, 2001). Através de dados obtidos entre
2001 e 2003 com campanhas de amostragem de agua em vinte e trés pontos ao
longo da Bacia do Rio Salitre, no semi-arido baiano, abrangendo nove municipios,
pode-se verificar que em média 42 % dos pontos amostrados apresentaram agua
salobra, embora com salinidade considerada baixa (entre 0,5 e 5%.), mesmo assim
inadequada a dessedentagdo humana (CNPq, 2004). Esta é uma das provaveis
principais causas de ma qualidade da saude de populagdes na referida regiao, onde,
parte das aguas disponiveis para beber, tem frequentemente salinidade duas ou trés
vezes mais alta do que o recomendado, por se constituir em Unica opgao para saciar
a sede de muitas comunidades.

Para tornar potaveis aguas salobras ou salinas, € necessario fazer a dessalinizagao,
processo que normalmente exige alto investimento e recursos tecnoldgicos
complexos para a producédo em larga escala (SABESP, 2006). Neste caso, o prego
da agua para o consumidor final torna-se muito mais elevado, devido a menor oferta
e gastos envolvidos. Por outro lado, os efluentes dos processos de dessalinizagao,
quando nédo bem gerenciados, 0 que normalmente acontece em regides pobres
como as nordestinas, podem causar grandes problemas ao ambiente, como por
exemplo, a salinizagdo do solo e consequente infertilidade do mesmo, sem
considerar que a falta de manutencao constante necessaria ao bom funcionamento
dos equipamentos usados para dessalinizacdo da agua, conferem a eles um tempo
de vida relativamente curto, perdendo-se o investimento feito e voltando-se aos
problemas passados referentes ao consumo pela populacao de agua inadequada.
Em uma tendéncia observada ha alguns anos, os Governos Federais e Estaduais
tém procurado instalar equipamentos de dessalinizacdo de aguas salobras

subterraneas, objetivando a geracdo de agua doce para o abastecimento urbano no
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Nordeste. Informacdes recentes dao conta de que hoje ja sdo mais de 17 mil
dessalinizadores instalados em todo o Nordeste. Ainda nao é o suficiente, mais ja
houve um acréscimo consideravel de 750% em relacdo a 2004 (NASCIMENTO,
2009). Além do uso no abastecimento rural e urbano, tendo em vista a diminuigéo do
preco dos dessalinizadores, pode-se prever sua utilizagdo em empreendimentos
agricolas, sobretudo para aqueles implementados de forma intensiva e com culturas
de alto valor.

Embora as aguas subterraneas se apresentem como alternativas no suprimento de
agua potavel no nordeste brasileiro, algumas restricbes séo feitas quanto a sua
qualidade, pois, em sua maioria, sdo salobras ou salgadas, principalmente por
fatores como a intemperizagdo dos minerais existentes nas rochas e caracteristicas
do solo. Diante dessa realidade, foi dada grande atencao para os programas de
dessalinizagdo, o que permitiu a exploragdo de aguas subterrdneas por meio da
instalacdo de dessalinizadores no Semi Arido brasileiro, com a finalidade de
converter agua salobra em agua potavel (SOARES et al.,2006). Os processos de
dessalinizacdo de aguas no mundo que ja demonstram funcionalidade em larga
escala sdo a destilagdo e o congelamento que retiram a agua do sal, e a
Eletrodialise, que retira o sal da agua. Além desses, também merecem destaque a
osmose inversa e a troca idbnica. Cada processo opera melhor dentro de uma
determinada faixa de salinidade (BUROS, 2005). O pre¢co do dessalinizador a
depender do processador varia de R$ 10 mil a R$ 40 mil reais para uma
configuracdo bésica padrdo, de porte médio, para processar acima de 2.000 I/h
(NASCIMENTO, 2009).

A escolha e a aplicagdo de um desses métodos dependem de vérios fatores:
qualidade da agua desejada em termos de concentracdo de sais, forma de energia
disponivel de mais baixo custo na regido, volume de agua a ser produzida,
existéncia ou ndo de mao-de-obra especializada no local, frequéncia de uso da
instalacao e capital inicial de que se pode dispor. Assim, nao existe um método que
seja melhor que os demais. Cada um apresenta vantagens e desvantagens (CRAVO
et al., 1999).

O método mais usado para a dessalinizacdo no Nordeste tem sido
predominantemente, o processo de osmose inversa (PORTO et al.2001). Amorim et
al. (2004), atribuem o dominio da osmose inversa a simplicidade e robustez do

equipamento, aos baixos custos de instalacdo e operacgao, incluindo o consumo de
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energia € de mao-de-obra na operagdo, a capacidade de tratar volumes baixos a
moderados de agua bruta, a continuidade do processo e a excelente qualidade da
agua tratada. Entretanto, a osmose inversa implica na geracao de rejeito, uma agua
residuaria do processo e que tem concentracdo ibnica majorada, ou seja, ao se
dessalinizar a agua salobra, transformando-a em agua doce, gera-se rejeitos, com
alta concentragéo de sais (SOARES et al.,2006; MATOS, 2006). Assim, para tornar
potaveis as aguas salobras, sdao usados processos de dessalinizacdo, referidos
anteriormente, que dependem de altos investimentos e recursos tecnoldgicos
complexos para a produgdo em larga escala. Por outro lado, os equipamentos
utilizados para a dessalinizagdo tém vida util reduzida e acabam abandonados sem
a manutencao devida, o que faz com que os problemas voltem a aparecer. Com
base nessa realidade é fundamental que a sociedade, os governos, enfim, os
diversos agentes sociais, politicos e econémicos se mobilizem no sentido de
viabilizar solucbes para os problemas de escassez de agua de qualidade para
consumo para os diversos usos nessa regiao (DRUMOND et al., 2000).

Uma saida simples e eficiente para que as comunidades do Semi Arido possam ter
agua de boa qualidade para beber, podera ser a dessalinizacdo de agua salobra
pélo contato com materiais de origem vegetal, através do uso de dispositivos
caseiros contendo, por exemplo, sementes, que adsorvam parte do sal contido na
agua, reduzindo a salinidade da mesma. Isso podera ser facilitado tratando-se
pequenas quantidades de agua, suficientes para a dessendentacdo humana. Para
outros efeitos ha4 uma variedade de materiais no Semi Arido brasileiro como a
literatura indica, por exemplo, as sementes de Moringa (Moringa Olifeira), na
remocao de prata e manganés quando deixada em contato com a agua (MENDES et
al., 2007).

Recentemente foi desenvolvido um estudo no Laboratério de Quimica Analitica
Ambiental no departamento de Quimica Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Federal da Bahia, sobre a possibilidade de desenvolvimento de
dispositivo caseiro para dessalinizacdo de agua salobra para dessedentacdo
humana usando material preparado com sementes do umbu (Spondias tuberosa
Arruda) e umburana (Amburana cearensis A. C. Smith) (MENEZES, 2009). O
dispositivo consiste no contato direto do material com a dgua na parte superior do
filtro caseiro adaptando-se abaixo da vela de ceramica do filtro um regulador de fluxo

do tipo equipo para impedir o fluxo da agua a ser filtrada durante um tempo,
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possibilitando agitacdo do material com a agua e aumentando o contato direto e

mais prolongado entre eles. O referido dispositivo € mostrado na figura 1 a, b e c.

()= (b)
Figura 1 - Dispositivo caseiro de agua salobra (a) Adaptacao do regulador de fluxo
equipo a vela de ceramica. (b) Disposicao do material biolégico no recipiente
superior do filtro para contato com a agua salobra. (c) Dispositivo montado.

Fonte: Menezes, 2009.

No estudo do desenvolvimento do anteriormente citado dispositivo foram testados
diferentes materiais bioldgicos nativos de regidao semi-arida quanto a capacidade de
sorcao de sais contidos em agua salobra. Destes materiais foram consideradas mais
eficientes as sementes de umbu (Spondias tuberosa Arruda) e umburana (Amburana
cearensis A. C. Smith) (MENEZES et al. 2007)
A semente da Algaroba (Prosopis juliflora (Sw.) D.C.) também se mostrou com
capacidade de sorgdo de sal da agua, mas seu uso foi descartado, visto que a sua
toxicidade para caprinos ja é bem relatada na literatura (TABOSA et al.,2000;
WASHBURN et al., 2002; BACA et al.,1967; FIGUEIREDO et al., 1996). Nos testes
para se determinar a eficiéncia de adsorcdo de sais pelos materiais, observou-se
que durante o tempo de contato deles com a agua, em alguns casos como para as
sementes de umbu e umburana, a 4gua era acrescida de ions, como por exemplo,
célcio e magnésio. Dessa forma, planejou-se a continuidade daquele trabalho,
através do desenvolvimento desta Dissertacdo, com o objetivo de estudar a
possibilidade dos materiais potencialmente utilizaveis naquele dispositivo

dessalinizador passarem para a agua durante 0 processo, espécies quimicas
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inerentes a constituicAo dos mesmos. Entre dez materiais biologicos anteriormente
testados quanto a capacidade de adsorcdo de sais foram escolhidas para este
estudo as sementes do umbu (Spondias tuberosa Arruda) e umburana (Amburana
cearensis A. C. Smith) por terem sido eleitos os mais adequados para uso no
dispositivo dessalinizador.

2. OBJETIVOS

Elaborar o perfil fitoquimico de materiais biologicos testados em dispositivo caseiro
dessalinizador de agua salobra: sementes do umbu (Spondias tuberosa Arruda) e
umburana (Amburana cearensis A. C. Smith).

2.1 Objetivos especificos

» Fazer o levantamento dos principais metabdlitos secundarios (alcaldides,

flavonéides, taninos, cumarinas entre outros) dos materiais testados;

> Obter o perfil dos acidos graxos através de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (CG/EM);

» Elaborar o perfil cromatografico através da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) por comparagao com padroes.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Materiais bioldgicos usados neste estudo

3.1.1 Umburana

Amburana cearensis A. C. Smith é conhecida por diversas designacdes, como

imburana de cheiro, cerejeira e cumaru (MAIA, 2004). Embora considerada nativa do
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sertdo nordestino, a ocorréncia de A. cearensis pode ser observada em
praticamente toda América do Sul (do Peru a Argentina) (CARVALHO, 1994),
apresentando-se como urna arvore frondosa, a qual pode atingir ate 15 m de altura,
com flores brancas, vagem achatada e casca do caule vermelho-pardacenta cujo
agradavel odor é conferido pela cumarina (PIO-CORREA, 1984). Suas sementes
(figura 2) sédo pretas, aladas e exalam forte cheiro de cumarina (semelhante a
baunilha) e séo utilizadas como aromatizantes e repelentes de insetos para roupas e
estantes, podendo também ser utilizadas na fabricagdo de um pé fino, designado
rapé-de-imburana, empregado para induzir espirros no tratamento de congestao
nasal por acumulo de secrecéo (MAIA, 2004).

Figura 2 - Sementes de umburana.

Sob o ponto de vista econémico, A. cearensis apresenta inestimavel importancia
comercial, dadas suas varias aplicagcbes, sendo largamente empregada na
carpintaria e perfumaria. Comercializada com o nome de cerejeira do nordeste, sua
madeira é utilizada na fabricagcdo de méveis, portas, janelas e caixotaria, devido a
reconhecida durabilidade. Sdo mais populares as cascas do caule, tradicionalmente
utilizadas na preparacao de “lambedds” caseiros para tratamento de doencas
respiratorias, como gripe, resfriado, bronquite e asma (LEAL, 1995), ou
industrialmente, corno xarope de cumaru. Ensaios farmacologicos pro-clinicos

demonstraram atividades antiinflamatéria, bronco dilatadora e analgésica para o
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extrato hidroalcodlico, efeitos estes atribuidos a cumarina e a fragdo flavonoidica
(LEAL et al, 1997; LEAL et al. 2003).
Em virtude do uso difundido de Amburana cearensis para fins medicinais, torna-se
imprescindivel a realizacdo de estudos, visando a descoberta dos possiveis
responsaveis pelas propriedades terapéuticas da espécie, principalmente da sua
semente, sobre a qual se encontra muito pouco na literatura em termos de
composicao quimica. Canuto e Silveira (2006) relataram metodologia de isolamento
e identificacdo de 12 constituintes quimicos presentes no extrato etandlico das
cascas do caule de A. cearerisis. Segundo Rossi (2008) das cascas do caule ja
foram isoladas vérias substancias, incluindo cumarina, isocampferidio, fisetina,
alfalona e amburosidio. As sementes fornecem cerca de 23% de um Oleo fixo
constituido principalmente dos gliceridios dos &cidos: palmitico, linoléico, oléico e
estearico. Nas sementes s&o encontrados também cumarina e 6-hidroxicumarina
(LEAL, 1995).

3.1.2 Umbu

Spondias tuberosa Arruda, conhecida popularmente como umbuzeiro, imbuzeiro ou
ambuzeiro entre outros, é nativa do semi arido brasileiro, ocorrendo desde o Ceara
até o norte de Minas Gerais. E uma espécie pertencente a familia Anarcadiaceae,
tipica das caatingas do nordeste brasileiro. A planta adulta fornece sombra ao
sertanejo e ao gado. Apresenta flores meliferas e frutos tipo drupa levemente pilosa
e arredondada (LORENZI 1992).

E uma das espécies de grande importancia socioeconémica dentro da familia
Anacardiaceae, pois além de fornecer frutos (figura 3) saborosos e nutritivos
xilopddios ricos em agua (MENDES 1990), representa uma importante fonte de
renda através do extrativismo (ARAUJO; NETO 2002).
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Figura 3 - Fruto do Umbuzeiro.

Segundo Lima (2006) o potencial dessa espécie para exploracdo sistematica de
frutos e raizes é fundamental para a dieta do homem e animal, visto que, estes
Orgaos vegetais sao ricos em sais minerais e vitamina C (acido L-ascérbico), que é
uma substancia que, além de evitar doengas como o escorbuto, exerce uma acao
antioxidante, extremamente importante na intercepcao dos radicais livres, oriundos
de processos oxidativos (KITTS, 1997).
Alguns autores ainda atribuem ao umbuzeiro certas propriedades medicinais, como
a utilizacdo da casca e xilopédios para o controle de diarréias, verminoses e
escorbuto (MENDES 1990, NEVES et al. 2004).
Da analise preliminar do extrato etandlico da casca revelou a presenca de taninos,
flavondides e esterdides, e ainda, a auséncia de alcaldides (PENA et al, 1999).

Pouco se conhece sobre a composicao das sementes do umbu a qual contém 6leo,
proteinas e alguns minerais, precisando ser melhor investigada objetivando
proporcionar uma renda alternativa para os pequenos agricultores e contribuir para o
desenvolvimento agroindustrial da regido Nordeste. Borges et al. (2007),
caracterizaram fisica e quimicamente sementes de umbu obtidas de frutos em

diferentes estagios de maturagcdo e de diferentes variedades e encontraram
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quantidades significativas de lipidios naquelas sementes juntamente com &cidos
graxos em seu 6leo e alto conteido mineral. Os autores sugerem sua utilizagéo
como um 6leo comestivel ou para o enriquecimento de alimentos ou mesmo como
um ébleo de fritura, se a auséncia de substancias tdxicas e fatores alergénicos forem
posteriormente comprovados.

Com relacdo ao 6leo da polpa e semente do umbu Almeida et al. (2007)
identificaram a presenca de 11 e 4 tipos de acidos graxos, respectivamente. Os
compostos majoritarios foram o acido oléico (15,87 - 43,80%), acido palmitico (8.09 -
46,70 %), acido estearico (2,60 — 21,84 %) e acido linoléico (2,71 — 14,96 %). Os
autores constataram que entre a as sementes analisadas, o acido palmitico € o mais
abundante &cido graxo saturado (15,63 — 27,25%), seguido pelo acido estearico
(3,44 — 13,5%). O &cido oléico foi o majoritario entre os insaturados (29,61 —
55,42%), seguido pelo &cido linoléico (3,44 — 13,5%). Esses resultados séo

comparaveis aos encontrados por Borges et al. (2007).

3.2 Metabolitos Secundarios

Sao substancias que geralmente nao estdo envolvidas em fungdes vitais das
plantas, geralmente ndo fazem parte do metabolismo béasico e possuem
caracteristicas quimicas muito variadas e as vezes bem complexa. Ao contrario das
substancias do metabolismo primario, que fazem parte da atividade celular de
praticamente todos os seres vivos, desde o0s organismos unicelulares até o homem,
as substancias do metabolismo secundario sdo encontradas apenas em grupos
restritos - familias ou géneros — de plantas (PERES, 2004). Os produtos do
metabolismo secundario constituem o que os quimicos chamam de “produtos
naturais”. Podem ser produzidos por plantas, microrganismos, insetos e outros
animais e muitos deles sdo extraidos e usados como remédios, corantes, perfumes,

inseticidas.

3.2.1 Alcaldides

Os alcalbides sdo substancias contendo nitrogénio com numero de oxidagao

negativo e caracterizado por distribui¢cao limitada na natureza (figura 4).
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Figura 4 — Exemplo da estrutura quimica de um alcal6ide (Nicotina).

Na sua grande maioria os alcaléides possuem carater alcalino, ja que a presenca do
atomo de N representa um par de elétrons ndo compartilhados. Contudo, existem
alcaldides de carater acido, como por exemplo, a colchicina. Essa classe de
compostos do metabolismo secundario é famosa pela presenca de substancias que
possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas delas largamente
utilizadas como venenos ou alucinégenos (PERES, 2004).

Segundo Martins et al. (1995) os alcaléides podem ter coloragdo amarela, roxa ou
incolor. Quando na forma de sais, encontram-se nas paredes celulares e podem ser
encontrados e nas folhas, sementes, raizes e caules.

A fungéo dos alcaldides nas plantas ainda € controversa. O que se tem observado é
que plantas ricas em alcalbdides sdo evitadas por animais ou insetos em sua dieta,
isto devido a sua toxicidade e/ou 0 seu gosto amargo. Porém, segundo Henriques et
al (2004), a producgéo dos alcaldides nao deve ser entendida como sendo especifica
para a protecao das plantas.

Existem varias classes de alcaldides, e todas apresentam alguma acao fisioldgica,
geralmente no sistema nervoso central, o que tem sido utilizado para beneficio do
homem na producdo de drogas medicinais, como, por exemplo, a morfina
(VICKERY; VICKERY, 1981).

3.2.2 Cumarinas

As cumarinas constituem uma classe de metabdlitos secundarios, amplamente
distribuidos no reino vegetal, podendo também ser encontrados em fungos e
bactérias. As cumarinas sdo derivadas do acido cinamico por ciclizagdo da cadeia

lateral do acido o-cumarico. A palavra cumarina tem origem do caribenho cumaru,
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nome popular de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.. A esses compostos séo atribuidos
uma grande atividade biolégica, como antimicrobiana, a antiviral, a antiinflamatoria,
antiespasmadica, antitumoral e antioxidante (PEREIRA, 2006).

Atualmente, mais de 1.300 cumarinas ja foram identificadas de fontes naturais,
especialmente de plantas verdes. As propriedades farmacolégicas, bioquimicas e
aplicacbes terapéuticas da cumarina simples dependem de seus padrdes de
substituicdo (HOULT; PAYA, 1996).

Estruturalmente séo lactonas do &cido o-hidroxi-cindmico, sendo o representante
mais simples a cumarina (1,2 benzopirona) (Figura 5) que € um cristal branco a
temperatura ambiente, de aroma semelhante ao da baunilha, com ponto de fusdo
entre 68 e 70°C, massa molecular de 146,15 g.mol ™, ponto de ebulicdo entre 297 °C
— 299 °C, densidade aparente de 0,7 g mL™". A cumarina possui boa solubilidade em
etanol, cloroférmio, éter dietilico, éleos, sendo pouco soluvel em agua (COHEN et al.
1979). Suas propriedades farmacolégicas e aplicacdes terapéuticas dependem de
seus padrbes de substituicdo, com exceg¢do da cumarina simples. Todas as
cumarinas sao substituidas por um grupo hidroxila na posicao 7. A 7-hidroxi-
cumarina, também conhecida como umbeliferona é a precursora das cumarinas 6,7-

di-hidroxiladas e 6,7,8-tri- Lactonas do acido o-hidréxicinamico.
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Figura 5 — Estrutural da cumarina (1,2 benzopirona).

Muitas cumarinas simples possuem odor caracteristico, destacando-se a cumarina,
que foi amplamente utilizada como aromatizantes em alimentos industruializados.
No entanto, com base nos dados sobre toxicidade hepatica verificada em ratos, a
agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) a classificou como
substancia toxica, deixando de ser legal a sua adigdo nos alimentos. Por outro lado,
a cumarina, pelas vantagens decorrentes do seu odor acentuado, estabilidade e
baixo custo, continua a ser amplamente utilizada nas industrias de produtos de

limpeza e cosméticos (SIMOES et al., 2002).
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As cumarinas encontram-se amplamente distribuidas em todo o reino vegetal,
principalmente em Angiospermas. Algumas familias contém grande variedade de
cumarinas principalmente: leguminosas, asteraceas, e sobretudo umbeliferas e
rutaceas (BRUNETON, 1991). Vale ressaltar que também podem ser encontradas

em fungos e bactérias.
3.2.3 Flavondides

Os flavondides, compostos fendlicos, sdo em sua maioria pigmentos responsaveis
pela coloragdo de flores e alguns frutos, e possuem ampla distribuicdo na natureza.
Sua presenga nos vegetais parece estar relacionada com fungbes de defesa
(protecao contra raios ultravioleta, acées antifungica e antibacteriana) e de atracao
de polinizadores (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Consistem na forma mais simples de um esqueleto de difenil propano com dois
anéis benzénicos (A e B) ligados a um anel pirano (C), como visto na Figura 6.

O

Figura 6 - Estrutura basica dos flavonoides.

Economicamente os flavondides despertam interesse em funcédo de suas diferentes
propriedades, como o fato de alguns apresentarem cor e poderem ser usados como
pigmentos, curticdo de couros e corantes de alimentos. A importancia farmacolégica
reside de algumas propriedades atribuidas a essa classe de compostos como:
antitumoral, antiinflamatéria, antiviral, antioxidante, dentre outras (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004).
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As vdrias classes de flavondides diferem no nivel de oxidacdo e no modelo de
substituicdo da cadeia heterociclica C. Algumas classes de flavonoides de interesse
sao flavonas, flavondis, flavanonas, flavan-3-ol, isoflavonas, antocianidinas e
flavanolol (DI CARLO et al., 1999; PIETTA, 2000; PETERSON; DWYER, 1998).
Flavondides geralmente ocorrem em plantas como derivados glicosilados,
contribuindo para o brilho do azul, do vermelho e do laranja nas folhas, flores e
frutos. Também estdo associados com diferentes propriedades bioldgicas.
Flavanonas sado encontradas predominantemente em frutas citricas e flavonas em
ervas aromaticas e graos de cereais, enquanto isoflavonas ocorrem em legumes e
sementes oleaginosas (como a soja). Antocianidinas e suas formas glicosiladas
(antocianinas) sdo pigmentos naturais encontrados em uvas. As flavan-3-ol (como
as catequinas, epicatequina e seus galato-ésteres) podem ser verificadas em frutas
e folhas de cha. J& os flavondis ocorrem em todas as frutas e vegetais, e o flavanolol
como a taxifolina, encontrada em frutas citricas (DI CARLO et al., 1999; PIETTA,
2000; PETERSON; DWYER, 1998; PARK et al, 2001; CARRAO-PANIZZI;
BORDIGNON, 2000).

3.2.4 Taninos

Taninos também sdo compostos fendlicos com elevado peso moleculares e estao
associados aos mecanismos de defesa das plantas contra insetos (PAIS, 1998).
Soluveis em agua formam complexos insoluveis com alcalbides, gelatina e outras
proteinas. S&o encontrados em grandes quantidades nos vacuolos das células das
plantas, além de depdsitos na epiderme das folhas (LI; MAPLESDEN, 1998). Tais
compostos podem ser divididos de acordo com sua estrutura quimica e propriedades
em dois grupos: taninos condensados e hidrolisados.

Taninos condensados consistem de unidades flavondides, possuindo diferentes
graus de condensacao e estdo invariavelmente associados com seus precursores
denominados de flavan-3-ols (catequina) e flavan 3-4 diols (leucoantocianidrina). Os
taninos vegetais ou naturais sdo por definicdo substancias que apresentam a
propriedade de se associar e de se combinar com proteinas e com certos poliois
(P1ZZ1, 1993).

Os taninos condensados estdo amplamente presentes em gimnospermas e

angiospermas, principalmente em plantas lenhosas e em outras classes de vegetais
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muito utilizados para a alimentacdo humana e animal (QUEIROZ et al., 2002). Eles
perfazem, aproximadamente, a metade da matéria seca da casca de muitas arvores
além de se constituirem na segunda fonte de polifendis do reino vegetal, perdendo
apenas para a lignina (QUEIROZ et al.,, 2002). Uma das mais importantes
propriedades quimicas dessa classe de taninos é a habilidade de formar complexos
com macromoléculas tais como proteinas e carboidratos, sendo inclusive, o aspecto
mais determinante dos efeitos nutricionais e toxicolégicos em pequenos ruminantes
(OTERO; HIDALGO, 2004).

Os taninos hidrolisaveis sdo compostos que apds hidrolise produzem carboidratos e
acidos fendlicos. Sdo unidos por ligagcoes éster-carboxila, sendo prontamente
hidrolisaveis em condi¢des acidas ou basicas (NASCIMENTO; MORAIS, 1996). De
acordo com Hemingway (1989), o significado dos taninos para as plantas se refere
aos produtos naturais e fendlicos baseados no acido galico (taninos hidrolisaveis) ou
sobre os poliflavondides (taninos condensados). Ainda, segundo esse autor, as
plantas apresentam capacidade de defesa contra seus inimigos naturais, e esta
capacidade de defesa estaria ligada a presenca dos taninos. Os taninos hidrolisaveis
seriam responsaveis pela defesa das plantas contra herbivoros e os taninos
condensaveis iriam assegurar a defesa contra microorganismos patogénicos. Para
Metche (1980), os taninos hidrolisaveis podem ser considerados como poliésteres
da glucose, podendo ser classificados em duas categorias: (a) os galotaninos, que
por hidrélise acida liberam acido galico e seus derivados; e (b) os elagitaninos, que
por hidrdlise liberam o acido elagico, acido valénico, sendo o acido elagico o mais
importante.

Segundo Beart et al. (1985), a natureza defensiva destas substancias € explicada,
pois ocorre um aumento na sua concentracdo como resultado de qualquer infec¢ao
ou lesdo. Para Strack (1997), os compostos fendlicos podem proteger as plantas
contra predadores herbivoros que reagem sensivelmente ao conteudo fendlico nas
plantas. A capacidade de precipitar proteinas, particularmente salivares da cavidade
oral, caracteriza o sabor adstringente dos taninos, possibilitando seu facil
reconhecimento em frutos verdes. Tal propriedade é relevante para a protecdo do

vegetal frente a ataques de patdgenos e herbivoros (MADHAN et al., 2005).
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3.2.5 Saponinas

As saponinas, também chamadas saponosideos sdo heterosideos caracterizados
principalmente por sua atividade tensoativa: dissolvem-se em agua formando
solugdes espumantes, semelhantes ao sabao, de onde provém o seu nome. Esta
propriedade decorre de sua estrutura quimica, na qual agucares solluveis estdo
ligados a esterdides lipofilicos ou triterpénicos (HARBONE; BAXTER, 1995). Esse
tipo de estrutura, que possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou
esterdide) e outra parte hidrofilica (aglUcares), determina a propriedade de reducao
da tensdo superficial da agua e suas acoes detergentes e emulsificantes
(SCHENKEL et al., 2007).

As saponinas podem ser classificadas de acordo com o nucleo fundamental da
aglicona ou, ainda, pelo seu carater &cido, basico ou neutro. Assim, quanto a
aglicona, denominam-se saponinas esteroidais (figura7) e triterpénicas (figura 8). O
carater acido pode ser devido a presenga de um grupamento carboxila na aglicona
ou na cadeia de agucares ou em ambos. O carater basico decorre da presenca de
nitrogénio, em geral sob forma de uma amina secundaria ou terciaria, como nos
glicosideos nitrogenados esteroidais (SCHENKEL et al., 2007).

Figura 7 - Saponina esteroidal.
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Figura 8 - Saponina triterpénica.

As saponinas sdo substancias derivadas do metabolismo secundéario das plantas,
relacionado com o sistema de defesa. S&o encontradas nos tecidos que sdo mais
vulneraveis ao ataque fungico, bacteriano ou predatério dos insetos (WINA et al.,
2005). As saponinas tem ag&o antimicrobiana, prevenindo o crescimento de fungos,
podendo ser consideradas uma parte do sistema da defesa das plantas e indicadas
como*fitoprotetoras” (PIZARRO, 1999). Possuem acgdo antifingica e o mecanismo
principal sugerido para esta atividade € a interagdo com os esteréis da membrana
(ALVARES, 2006).

3.3. Acidos graxos

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos de cadeia longa e que ocorrem na
natureza livres ou esterificados, constituindo os 6leos e gorduras (MORETTO; FETT,;
GONZAGA, et al., 2002). Quando saturados possuem apenas ligacdes simples entre
os carbonos e possuem pouca reatividade quimica. Ja os acidos graxos insaturados,
contém uma ou mais ligagdes duplas no seu esqueleto carbdnico; sdo mais reativos
e mais suscetiveis a termoxidacao (GIESE, 1996). O ser humano, assim como o0s
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demais mamiferos, € capaz de sintetizar certos &cidos graxos saturados e
insaturados, porém essa capacidade é limitada quando se trata de &cidos graxos
poliinsaturados, sem 0s quais nosso organismo nao funciona adequadamente.

Os &cidos graxos saturados sao relacionados com o aumento do risco de doencas
cardiovasculares, enquanto a ingestdo de monoinsaturados e poliinsarturados n-3
tém mostrado o efeito inverso. Por outro lado, dietas ricas em &cido poliinsaturado n-
6 podem resultar na superproducdo de eicosandides, responsaveis por varias
doencas. Estudos em pacientes com doencgas cardiovasculares, artrites, asma e
cancer indicam claramente a necessidade de equilibrio na propor¢do da ingestao
dos &cidos n-6/n-3 para a prevencao e tratamento de doengas crénicas. Assim, ha
um consenso cientifico de que € necessario reduzir a quantidade de acidos graxos
poliinsaturados n-6 das dietas e aumentar a concentragdo de acido n-3
(FERNANDEZ et al., 2007).

Nas designagdes da simbologia para os acidos graxos é utilizada a letra n, seguida
de um numero que indica o numero do carbono que dista da ultima dupla ligagéo até
o grupo metil (CH3) terminal da cadeia carbbnica de um determinado acido graxo.

Na tabela 1 sdo apresentados exemplos de alguns de acidos graxos mais
conhecidos com seus homes comuns € a nomenclatura oficial (IUPAC-IUB).



Tabela 1 — Exemplos de acidos graxos saturados e insaturados.

Nome Formula
Nomenclatura IUPAC Simbolos
comum molecular
Acidos Saturados
Céprico Decandico C10:0 C1oH2002
Laurico dodecandico C12:0 Ci12H2402
Miristico Tetradecandico C14:0 C14H2502
Palmitico Hexadecandico C16:0 Ci16H3202
Margarico Heptadecanoico C17:0 C17H3402
Estearico Octadecandico C18:0 Ci1gH3602
Araquidico Eicosandico C20:0 CooH4002
Behénico Docosanoico C22:0 C22H4405
Lignocérico Tetracosandico C24:0 Co24H4802
Acidos Insaturados
Oléico Cis-9-octadecenoico C18:1 (n-9) | CygH340>
Linoléico Cis,cis-9,12-octadecadiendico C18:2 (n-6) | CygH320-
Linolénico | Cis,cis,cis-9,12,15-octadecatriendico | C18:3 (n-3) | CygH300>
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Na nutricdo humana, dietas com altas concentra¢des de 4cidos graxos saturados de
cadeia longa promovem aumento do colesterol, quando comparados com altas
concentrag6es de monoinsaturados e poliinsaturados. Contudo, existem diferencas
quanto aos efeitos hipercolesterolémicos dos acidos graxos saturados, pois o laurico
(C12:0), o miristico (C14:0) e o palmitico (C16:0) elevam os niveis de colesterol,
enquanto o estearico (C18:0) nao apresenta o mesmo efeito e é, portanto,
considerado neutro (BANSKALIEVA et al., 2000).

3.4. Processos extrativos de constituintes de amostras vegetais

A literatura classifica os processos extrativos mais utilizados em dois grupos: a
maceragao e a percolagcéo, que em seus fundamentos sdo capazes de correlacionar
outras técnicas, como a digestao, a infusdo, a decoccao (acao de ferver plantas num

liquido, a fim de lhes extrair os principios ativos) e a turbo-extragdo (processo no
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qual se separa substancias a partir de um forte movimento mecéanico de forma
circular, semelhante a um liquidificador) (DAR, 1981; VOIGT; BORNSCHEIN, 1982;
PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

A preparacao de amostras vegetais € muito complexa passando por varias etapas. A
primeira etapa, e certamente a mais importante, é a extracao que tem a finalidade de
separar substancias de interesse de uma matriz complexa (COSTA, 1994,
BANDEIRA, 2004).

Antes de executar uma extragdo, deve-se levar em consideragdo uma série de
fatores que interferem nesta operagdo tais como granulometria do material,
polaridade do solvente, acidez do meio, agitacao, temperatura e tempo de extracao
(SOARES et al., 1998).

A granulometria do material influencia diretamente na eficiéncia da extragdo. A
estrutura histologica das diversas partes componentes de uma planta é bastante
heterogénea. Existem érgdos como as sementes, raizes e os caules, cujos tecidos
estdo fortemente compactados, ao passo que em folhas e flores os tecidos se
apresentam com textura mais delicada. Como o poder de penetracdo dos solventes
depende, entre outros fatores, da consisténcia dos tecidos que formam o material a
extrair, quanto mais rigido for o material menor deve ser sua granulometria (COSTA,
1994; SIMOES et al., 2003).

A polaridade do solvente também influencia a eficiéncia de extragdo. O solvente
escolhido deve ser o mais seletivo possivel, pois é devido a seletividade que se
podem extrair as substancias desejadas (PRISTA et al., 1996; SIMOES et al., 2003).
O aumento da temperatura provoca um aumento da solubilidade de qualquer
substancia, motivo pelo qual os métodos de extragdo a quente sdo sempre mais
rapidos do que aqueles realizados a temperatura ambiente. Entretanto, o calor nem
sempre pode ser empregado, jA que muitas substancias sdo instaveis em altas
temperaturas (DAR, 1981; VOIGT; BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996;
ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a seletividade, a
estabilidade das substancias extraidas e o custo do processo escolhido,
considerando principalmente a finalidade do extrato que se quer preparar (COSTA,
1994; SIMOES et al., 2003).
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Preparo dos materiais biologicos a serem estudados, para uso nos
experimentos

Os materiais a serem estudados foram adquiridos em feira livre de Salvador, todos
originados da regido semi-arida baiana, e foi mantido o mesmo procedimento
utilizado para o dispositivo caseiro de agua salobra:

As sementes in natura da umburana foram trituradas em moinho da marca Bermar,
modelo BMO03 e em seguida foram peneiradas em uma peneira de malha de 0,8 mm.
Os frutos do umbuzeiro foram lavados, secos a temperatura ambiente, e em seguida

foi retirada toda a polpa (figura 9), ja que o material de interesse do estudo era a sua

Y )

semente.

\

Figura 9 — Semente do umbu.

Por serem maiores e mais resistentes que a semente da umburana, as sementes do
umbu passaram por duas etaps de moagem, a primeira em um moinho industrial
(figura 10 a) e em seguida foram finamente trituradas no moinho Bermar (figura 10

b) e finalmente peneiradas em uma peneira de malha de 0,8 mm.
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(b)

Figura 10 - Moinhos usados para triturar as sementes: (a) Industrial (b) Bermar.

Inicialmente foi feito o teste do teor de umidade das sementes moidas através do
metodo da estufa que consistiu em colocar 2 gramas da semente em um vidro de
relogio e ap6s a mesma foi levada a estufa calibrada a 105°C por um periodo de 5h.
As amostras foram dessecadas até peso constante (em 3 pesagens consecutivas
com intervalo de 15 minutos entre elas, até o peso nao apresentar variacoes
consideraveis). A pesagem da amostra foi feita somente apds resfria-la
completamente no dessecador, pois a pesagem a quente levaria a um resultado
falso (DINIZ, 2008; PARK; ANTONIO, 2006).

Para a obteng&o do carvdo de cada semente, o material moido foi levado a estufa a
250°C por 1 hora, que foi a melhor condigao encontrada para tratamento térmico do
material a ser usado no dessalinizador caseiro (MENEZES, 2009). A amostra da
semente da umburana moida (UA) pode ser vista na figura 11 (a) e 0 seu respectivo
carvao (UAC) na figura 11 (b). A figura 12 (a) e (b) apresenta sementes de umbu
moidas (UU) e o seu respectivo carvao (UUC).
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Figura 12 — Amostra de sementes de umbu (a) moida (b) carvao.

Foi observado durante o armazenamento da amostra da semente da umburana
moida o surgimento de uma grande quantidade de um sdélido na forma de uns
cristais finos, brancos misturados na amostra e também na tampa do recipiente do
armazenamento como mostrado na figuras 13, o que indica um processo de
volatilizagdo do produto do seio da amostra para a tampa, onde também cristalizou.
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- A %

Figura 13 — Produto da volatilizagdo da semente moida da umburana quando

estocada.

O sdlido foi cuidadosamente recolhido, armazenado e codificado como UAS1(sélido
1 da semente de umburana), para posterior andlise cujo procedimento sera descrito
adiante. O produto pode ser melhor observado na figura 14.

Figura 14 — Produto da volatilizagdo da semente de umburana estocado (UAS1).
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4.2 Analises fitoquimicas das principais classes dos metabdlitos secundarios

presentes nos extratos

O objetivo desta etapa é analisar a presenca de grupos quimicos no material
biol6gico por reacdes especificas (COSTA, 1994; BARBOSA et al., 2001; MATOS,
2009; SIMOES et al., 2004).

4.2.1 Preparo dos extratos para a determinacao do perfil fitoquimico preliminar

Para a analise do perfil preliminar foram preparados dois tipos de extratos, um
aquoso e um alcodlico. O extrato aquoso foi elaborado a 10% através de maceragao
de 15 g de cada amostra com 150 mL de &gua deionizada, com agitagdo
esporadica, por um periodo de 72 horas. O extrato alcodlico foi também produzido a
10% através de maceracao de 15 g de cada amostra com 150 mL de etanol pureza
analitica (p.a.), com agitacdo esporadica, por um periodo de 72 horas. Apos a
maceracao, os extratos foram filtrados a vacuo por filiro de papel, concentrados
através de rotaevaporador a pressao reduzida, secos em capela e armazenados sob

refrigeragao.
4.2.2 Reagentes necessdrios a realizacao dos ensaios

» Reagente de Mayer:

Misturaram-se 1,36 g HgCl» / 60 mL de agua e 5 g de Kl / 10 mL de agua.
Diluiu-se a 100 mL.

» Reagente de Wagner:

Dissolveram-se 1,27 g de iodo e 2 g de iodeto de potassio em 5 mL de agua e
completou-se o volume para 100 mL com agua.

» Reagente de Dragendorff: Misturas de partes iguais das solucdes A e B.
Solucgéao A: dissolveu-se 1,7 g de nitrato de bismuto (lll) e 20 g de acido
tartarico em 80 mL de agua.

Solucgéao B: dissolveu-se 16 g de iodeto de potassio em 40 mL de agua.

» Reagente de Baljet: Misturas de partes iguais das solugdes C e D.
Solucgéo C: 1 g de &cido picrico / 100 mL de etanol.

Solugéo D: 10 g de hidréxido de sédio (NaOH) / 100mL de agua.
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Reagente de Kedde: Misturas de partes iguais das solugdes E e F.

Solugao E: Acido 3,5 - dinitrobenzéico a 3% em metanol.

Solucgéao F: Hidréxido de potassio (KOH) a 5,7% em agua.

Reagente de Raymond-Marthoud:

Dissolveu-se 1 g de m-dinitrobenzeno em etanol, completando-se o volume
de 100 mL.

Reagente de Liebermann- Burchard:

Misturou-se 10 mL de anidrido acético e duas gotas de acido sulfarico
concentrado.

Reagente de Salkowski:

Acido sulfarico concentrado.

Reativo de Pascova: Mistura de 9 partes de G para 1 parte de H, somente no
momento de usar. A mistura sé é estavel durante 5 a 10 min.

Solucao G: dissolveu-se em 100 mL de Etanol 0,075 g de Verde de
Bromocresol e 0,259 de Azulde Bromofenol.

Solugao H: dissolveu-se em 100 mL de agua destilada, 0,25 g Permanganato
de Potassio (KMnQ4) e 0,25 g de Carbonato de Sédio (NaxCO3).10H-0.
Reativo de Lugol:

Dissolveu-se 10 g de lodeto de Potassio (KI) e 5 g de lodo em 50 mL de agua
destilada e completou-se o volume para 100 mL.

Reagente citroborico:

Dissolveu-se 5 g de acido bérico e 5 g de acido citrico em etanol e completou-
se o volume da solugdo em 100 mL.

Solugéo de cloreto férrico:

Preparou-se uma solugéo de 1% de cloreto férrico em agua destilada. E
outra solucao a 5% em metanol.

Reagente de Borntrager:

Preparou-se uma solugdo de NaOH a 5% em agua.
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4.2.3 Ensaios com o extrato aquoso

Os extratos aquosos de cada amostra foram solubilizados com agua deionizada
para a realizagao dos seguintes ensaios:
» Fendis e Taninos:
Filtrou-se 5 mL do extrato em um tubo de ensaio e adicionaram-se 5 gotas de
cloreto férrico a 1%.
Qualquer mudanga na coloragédo ou formagao de precipitado € indicativa de
reagao positiva, quando comparado com o teste em branco (d4gua adicionada
da solucao de cloreto férrico).
Coloragéo inicial entre o azul e o vermelho, € indicativa da presenca de
fendis, quando o teste em branco for negativo.
Coloragao azul indica possivel presenga de taninos hidrolisaveis, e coloragéao
verde de taninos condensados.
» Saponinas:
Em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL da solugdo aquosa adicionou-se 5 mL
de agua destilada. Agitou-se vigorosamente por 2 a 3 minutos e deixou em
repouso. A permanéncia da camada de espuma estavel por mais de meia

hora, indica que o resultado é positivo.
4.2.4 Ensaios com o extrato alcodlico

> Acidos orgénicos:
Dissolveu-se alguns miligramas do extrato seco em 5 mL de 4gua destilada.
Filtrou-se e transferiu-se 2 mL para um tubo de ensaio e adicionou-se
algumas gotas do Reativo de Pascova. A descoloracao do reativo (azul)
indica reagao positiva.

» Polissacaridios:
Dissolveu-se alguns miligramas do extrato seco em 5 mL de 4gua destilada.
Filtrou-se e adicionaram-se duas gotas de Lugol.

O aparecimento de coloragao azul indica resultado positivo.

Preparou-se uma solugéao etandlica com cada um dos extratos e realizaram-se 0s

seguintes ensaios:
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> Alcaldides:
Em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL da solugao etandlica, adicionou-se 2
mL de HCI (10%). A mistura foi aquecida por 10 minutos. Esfriou-se, filtrou-se,
dividiu-se o filtrado em trés tubos de ensaios, sendo colocadas algumas gotas
dos reativos de reconhecimento: Dragendorff, Mayer e Wagner. Uma leve
turbidez ou precipitado (respectivamente roxo a laranja, branco a creme e
marrom) evidencia a possivel presenca de alcaldides. O resultado é
considerado verdadeiro quando pelo menos dois dos testes forem positivos.
> Glicosideos Cardiotbnicos:
Em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL de solugédo do extrato, adicionou-se 3
mL de solu¢do de acetato de chumbo a 10% e 2 mL de 4gua destilada.
Esquentou-se a mistura em banho-Maria durante 10 minutos. Filtrou-se.
Agitou-se o filtrado com 10 mL de cloroférmio, separou-se a fase cloroférmica
em 6 tubos de ensaio, levando-se em seguida a secura. Adicionou-se ao
primeiro tubo, 1 mL de Reativo de Baljet.
Coloragao roxa, laranja-roxeada ou violeta acusam presenca de glicosideos
cardioténicos.
Ao segundo tubo, adicionou-se 1 mL de Reativo de Kedde. Coloragao rosa
ou azul-violeta ao visivel indica cardendlidos; os bufadiendlidos nao reagem.
A cor se atenua em poucos minutos.
Ao terceiro tubo, foi adicionado 1 mL de Reativo de Raymond-Marthoud.
Coloragéao roxa, laranja-roxeada ou violeta indicam a presenca de anéis
lacténicos dos cardendlidos.
No quarto tubo, realizou-se a reagéo de Keller-Kiliani (acido acético glacial,
numa gota de cloreto férrico a 5% em metanol e acido sulfarico concentrado.
Coloracao intensa ¢ indicativa de resultado positivo.
No quinto tubo, realizou-se a reagéo de Liebermann-Burchard (1 mg da
amostra/algumas gotas de acido acético + 3 mL anidrido acético/ acido
sulfurico (50:1, v/v)). Resultado positivo: coloragao verde, azul esverdeado,
roxo a azul.
No sexto tubo, realizou-se a reacdo de Salkowski para a determinacao de
nucleo esteroidal. A coloragéo indo do amarelo para o roxo indica que o
resultado é positivo.
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» Cumarinas

Em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL da solugao etandica, tampou-se com
papel de filtro impregnado com solugdo10% de NaOH e levou-se a banho-
Maria a 100°C por alguns minutos. Removeu-se o papel de filtro e examinou-
se sob luz UV. A reacéo positiva € a fluorescéncia de coloragdo azul ou
verde-amarelada.

Flavondides:

Geral (Reacédo de Shinoda): Colocou-se em um tubo, 2 mL da solugéo
etandica, alguns fragmentos de Mg e agregou-se, pelas paredes do tubo,
algumas gotas de HCI diluido. O surgimento de uma coloragéo résea na
solugdo indica reacao positiva.

Por classes:

1 - Transferiu-se para trés tubos de ensaio, 3 mL da solugéo etandica(para
cada tubo). Acidulou-se um a pH 3 e alcalinizou-se os dois restantes a pH 8,5
epH 11.

2 - Em dois tubos adicionou-se 3 mL da solucao etandlica, acidulou-se o
primeiro com solugéo de HCl a pH 1 - 3 e alcalinizou-se o outro a pH 11 com
solucao de NaOH. Aqueceu com auxilio de uma lampada de alcool durante 2
a 3 minutos cuidadosamente. Observaram-se modificacées na coloracéo,
comparando com os tubos utilizados no teste anterior.

O aparecimento de cores diversas indica a presenca de varios constituintes

de acordo com a tabela 2:
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Tabela 2 - Resultados de ensaios com extratos etandlicos de amostras vegetais em

diferentes meios para grupos de flavonoides.

pH 1a3 3 8,5 11
Resposta positiva: coloracao

Sem aquecimento da amostra

Antocianinas e L Azul
L Vermelha Lilas ]
Antocianidinas purpura

Flavonas, Flavonbis

e Amarela
Xantonas
Chalconas e Vermelho a
Vermelha )
Auronas Parpura
.. Vermelho a
Flavanonois .
Laranja

Com aquecimento da amostra

Leucoantocianidinas

Catequinas (taninos Pardo a

Catéquicos) amarela

Vermelho a
Flavanonas .
alaranjado

> Triterpenos e/ou esteroides:
Em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL da solugéo etandica, adicionou-se 5
mL de cloroférmio, filtrou-se, dividiu-se o filtrado em duas por¢des. Em cada
um dos tubos foram realizadas as reag¢des de Liebermann-Burchard e
Salkowski. Os triterpenos desenvolvem coloracdo estavel e os esterdides
desenvolvem coloracao mutavel com o tempo.

» Derivados antracénicos livres — quinonas
Colocou-se em um tubo de ensaio 2 mL da solucdo metandlica e adicionou-se
5 mL de cloroférmio e agitou-se. Deixou-se em repouso por 15 minutos.
Recolheu-se a fase cloroférmica e colocou-se 2 mL de solugdo aquosa de
NaOH a 5%. Coloracao roxa em fase aquosa indica a presenca de

antraquinonas (Reacgao de Borntraeger).



45

4.3 Preparacao dos extratos para a determinacao dos perfis cromatograficos
das amostras estudadas

Os extratos foram produzidos a 10% através de maceragdo da amostra com
solvente de polaridade crescente (FRINHANI, 2005). Foi utilizado 15 g de amostra
com 150 mL de solvente, com agitagdo esporadica, por um periodo de 72 horas.
Apds a maceracgao, foram filtradas a vacuo em filtro de papel, concentrados através
de rotaevaporador a pressdao reduzida, secos em capela e armazenados sob
refrigeracdo para posterior analise. A fase solida foi seca em estufa a 40 °C por um
periodo de 48 horas, seguindo para um novo ciclo de extragdo, como pode ser
observado no fluxograma apresentado na figura 15. Foram utilizados os seguintes
solventes na sequéncia da extracao:

1 - Hexano;

2 - Diclorometano (DCM);

3 - Acetato de étila;

4 - Etanol.

Os extratos foram identificados levando em consideracao os cédigos das amostras e
a ordem de eluicdo dos solventes:

UA1 — Extrato hexanico da umburana;

UA2 — Extrato diclorometano da umburana;

UA3 — Extrato acetato de étila da umburana;

UA4 — Extrato etandlico da umburana;

UAC1 — Extrato hexanico do carvao da umburana;

UAC2 - Extrato diclorometano do carvéo da umburana;

UAC3 - Extrato acetato de étila do carvdo da umburana;

UAC4 — Extrato etandlico do carvao da umburana;

UU1 — Extrato hexanico do umbu;

UU2 — Extrato diclorometano do umbu;

UUS — Extrato acetato de étila do umbu;

UU4 — Extrato etandlico do umbu;

UUC1 — Extrato hexanico do carvao do umbu;

UUC2 — Extrato diclorometano do carvdo do umbu;

UUCS3 — Extrato acetato de étila do carvao do umbu;

UUC4 — Extrato etandlico do carvao do umbu.
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15gda

semente

A

 Hexano(150 mL)

<
A

Maceracdo (72h)

A

A

Filtrar a vacuo

Extrato hexano

Secar em estufa 40°C /48 h

A

Concentrar em rotaevaporador e secar em capela

DCM (150 mL)
y

Maceracdo (72 h)

A

A

Filtrar a vacuo

Extrato DCM

Secar em estufa 40°C /48 h

A

Concentrar em rotaevaporador e secar em capela
Acetato de étila (150 mL)
A

Maceracdo (72 h)

A

4

Filtrar a

A\ 4

vacuo Extrato acetato de étila

Secar em estufa 40°C /48 h

Concentrarem rotaevaporador e secarem capela

_ Etanol(150 mL)

A

y-

Macerac

do0 (72 h)

A

Filtrar a vacuo

Extrato etanol

Concentrar em rotaevaporador e secarem capela

Figura 15 — Esquema de extracdo das amostras para determinacao do perfil dos

acidos graxos e do perfil cromatografico por CLAE.
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Os rendimentos dos extratos serdo apresentados mais adiante nos resultados.

4.4 Analises do soélido cristalizado na amostra de sementes moida de
umburana (UAS1) descrita no item 3.1

4.4.1 Testes de solubilidade da UAS1

Inicialmente foi realizado teste de solubilidade da seguinte forma: colocou-se alguns
cristais em 4 tubos de ensaio. Em cada um dos tubos foi adicionado
respectivamente agua, éter dietilico, cloroformio e etanol e observado a solubilidade
do solido em cada solvente.

4.4.2 Determinacao do ponto de fusao da UAS1

Foi determinado o ponto de fusdo (PF) dos cristais da UAS1, no aparelho

Microquimica MQAPF 301. Foram feitas 3 determinacdes.
4.4.3 Espectro de infravermelho da UAS1

Foi também obtido o espectro na regido do infravermelho (V) no espectrometro FT-
IR Bomem MB100, com as freqiiéncias de absorcdo expressas em cm, utilizando-
se pastilhas de brometo de potassio (KBr). Os dados foram processados através do
software Origin 8.

4.4.4 Analise do UAS1 por CG/EM

Foi também feita a determinagdo do espectro de massa através da injegéo de 1 pL
de uma solugdo metandlica 1mg mL™" do sélido em Cromatégrafo Gasoso com
deteccdo por Espectrometria de Massa CG/EM. A analise foi realizada por
comparacao com as bibliotecas de espectros NIST 05, 21, 27, 107 e 147.

Foi utilizado um equipamento da Shimadzu, modelo GC-2010 Plus, com uma coluna
Rtx-5MS, Restek (30 m x 0,25 mm d.i. e 0,25 ym de espessura de filme). O injetor foi
mantido a 250 °C, com modo de injecao splitess. A temperatura do forno da coluna

foi mantida a 50 °C por 1 min, seguida de rampas de aquecimento de 5 °C min™ até
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130 °C e de 10 °C min™ até 300 °C, sendo esta temperatura mantida por 2 min. O
gés hélio foi utilizado como gas de arraste empregando uma vazéo de 1,2 mL min™.
O detector contendo uma fonte de ionizacao por elétrons (EI-70 eV) e um analisador
de massas quadrupolo, operado no modo varredura linear (scan) 40-500 m/z para
identificacdo dos compostos. A interface foi mantida a 280 °C e a fonte de ions a 200
°C.

Todas as analises foram feitas em triplicatas.

4.5 Analises dos acidos graxos nas amostras das sementes estudadas por
CG/EM

Os acidos graxos que compdéem o dleo das sementes estudadas foram metilados,
seguindo metodologia IUPAC (Method 2.301), com algumas modificagdes, através
do seguinte procedimento: em um frasco de centrifuga com tampa (Eppendorf),
pesou-se cerca de 100 mg do Oleo obtido da fracdo hexanica das extragdes,
adicionou-se 2 mL de hexano e 0,2 mL de solugdo metandlica 2 mol L™ de KOH.
Agitou-se o frasco por 60 s em agitador tipo vortex e adicionou-se 2 mL de solugao
saturada de cloreto de sddio, até a separacao da fase organica. Os ésteres metilicos
de acidos graxos foram analisados através da injecao de 1 uL da fase organica em
cromatdgrafo a gas e identificados por co-injecao de padrdes, isto &, através da
comparacgao dos tempos de retencdo dos componentes das amostras e de padrdes
puros de ésteres metilicos (C18 a C20 marca Supelco). A quantificagao foi feita por
normalizacdo de area e as determinagdes realizadas em ftriplicata, desde a etapa de
extracéo dos lipidios.

A analise dos acidos graxos do éleo, ndo identificados pela comparagdo com os
padroes, foi realizada por comparagao com as bibliotecas de espectros NIST 05, 21,
27,107 e 147 do Cromatografo Gasoso com deteccao por Espectrometria de Massa
(CG/EM).

Foram utilizados o0 mesmo equipamento e condi¢des do item 4.4.4.
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4.6 Analises dos constituintes das amostras das sementes estudadas por
Cromatograia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

4.6.1 Preparo dos padrées para analise

Em um frasco de centrifuga com tampa (Eppendorf), pesou-se 12,5 mg do composto
adicionou-se 5 mL de metanol padrao cromatografico CLAE-UVvis e agitou-se o
frasco por 60 s em agitador tipo vortex. O conteudo foi transferido para um balédo
volumétrico de 25 mL e aferido o volume. Entdo cada solugéo padréo foi filtrada
atraves de membrana Millipore de 0,45 ym de didametro, antes da analise por CLAE.

4.6.2 Anadlise espectrométrica (UV) dos padroes de acido galico, acido L-

ascorbico e cumarina

A verificagdo do perfil espectral de absor¢cdo de cada composto, bem como a
otimizagdo do comprimento de onda para identificacdo em CLAE-UV, foi realizada
através de ensaios de varredura em um espectrofotdmetro UV Varian Cary, sendo
que os dados foram processados através do software Origin 8.

Para realizacdo deste ensaio, solucbes estoque dos padrées de cumarina, acido
galico e acido L-ascorbico foram diluidas separadamente em metanol de modo a se
obter as concentragdes de 30 pg mL". Estas solugdes foram submetidas & varredura
na regido de 200 a 450 nm de comprimento de onda (A) utilizando como branco
metanol padrdo cromatografico CLAE-UV. As bandas de absor¢do foram avaliadas
individualmente, sendo em seguida os espectros de varredura de cada composto
sobrepostos. Foi considerado o melhor comprimento de onda para identificagdo dos
compostos por CLAE-UV aquele onde foi possivel monitorar os compostos com
intensidade e seletividade adequadas.

4.6.3 Desenvolvimento do método

Para selecao da fase moével, diferentes combinacdes de agua, metanol, e acetonitrila
foram avaliadas levando sempre em consideracdo o melhor perfil cromatografico.
Além disso, diferentes fluxos também foram considerados na tentativa de otimizar o

tempo de corrida e a resolucdo entre o0s picos cromatograficos.
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O cromatégrafo usado foi um HP 1090, com capacidade para gradiente de eluigéo,
acoplado a detectores de UV e varredura de diodo, com amostrador automatico.
Para o desenvolvimento do método usou-se uma coluna de fase reversa Zorbax

Eclipse XDB C18 150 x 4.6 mm, 5 um de particula (Agilent Technologies).

4.6.4 Preparo das amostras para analise

Em um frasco de centrifuga com tampa (Eppendorf), pesou-se 5 mg de cada extrato
seco (DCM, acetato de etila e etanol) adicionou-se 1 mL de metanol padréao
cromatografico e agitou-se o frasco por 60 s em agitador tipo vortex, o conteudo foi
transferido para um baldo volumétrico de 10 mL e aferido o volume. Cada amostra
foi filtrada através de membrana Millipore de 0,45 ym de didmetro, antes da analise
por CLAE.

Foi utilizado o metanol padrao cromatografico como branco, que foi o solvente
utilizado para a solubilizagdo dos extratos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos carvoes obtidos das sementes moidas da umburana (UAC)
e do umbu (UUC)

Inicialmente foi feito o teste do teor de umidade das sementes moidas através do
metodo da estufa. Na semente da umburana o valor encontrado foi de 20,10 *
0,17% e a semente do umbu o valor foi de 9,75 + 0,23%. Os valore encontrados
foram para uma média de 3 determinacbes para cada semente. Observa-se que a
semente da umburana apresenta um percentual de umidade superior a da semente
do umbu.

O rendimento médio percentual observado na obtencdo do carvdao da semente
moida da umburana foi de 66,72 + 1,52%. Os valores para cada determinacao
podem ser visto na tabela 3.



Tabela 3 -

Rendimento da obtencdo do carvdo da semente moida de umburana

(UAC).
Massa para cada determinacao (g) 40,00
Determinacao |Massa do carvao(g) | Rendimento (%)
1 27,4352 68,59
2 26,6839 66,71
3 25,9467 64,87
Media 26,6886 66,72
Desvio padrao (s) 0,6077 1,52

Ja rendimento médio percentual obtido para o carvao da semente moida do umbu foi

de 41,94 + 2,22%. Na tabela 4 podem-se ver os valores de cada determinagao.

Tabela 4 - Rendimento da obtencao do carvao da semente moida do umbu (UUC).

Massa para cada determinacao (g) 40,00
Determinacao |Massa do carvao(g) | Rendimento (%)

1 17,9648 44,91

2 16,5286 41,32

3 15,8301 39,58

Media 16,7745 41,94

Desvio padrao (s) 0,8887 222

Da analise dos resultados podemos observar que a obtencdo do carvao da
umburana apresentou um maior rendimento em relagdo ao da semente do umbu,
talvez explicado pela natureza da umburana que é da familia das leguminosas e sua
semente quando moida apresenta um aspecto oleoso € mais denso que a semente
moida do umbu, podendo ser assim mais resistente ao efeito da temperatura.

Observa-se também uma pequena, mas progressiva reducdo nos valores obtidos
dos rendimentos a cada determinacdo de cada um dos carvbes. Possivelmente
explicada pelo acumulo de umidade ocorrida durante o armazenamento no intervalo

em cada determinagéo.
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5.2 Testes Fitoquimicos

Os resultados dos ensaios fitoquimicos realizados para a semente moida da
umburana (UA) e seu carvao (UAC) e para a semente moida do umbu (UU) e seu

carvao (UUC) estao dispostos nas tabelas 5 e 6 respectivamente.

Tabela 5 - Resultados dos ensaios fitoquimicos para a semente moida da umburana

in natura (UA) e seu carvao (UAC).

Metabdlito Teste / Reagéao Resultados
UA UAC

Saponinas Formacéao e permanéncia de - -
espuma
Taninos Sais de ferro + +

Acidos organicos Pascova - -

Dragendorff + +
Alcal6ides Mayer + +
Wagner + +

Polissacaridios Lugol - -

Baljet - -
Kedde - -
Glicosideos Cardiotdnicos Raymond-Marthoud - -
Keller-Kiliani - -
Liebermann-Burchard - -
Salkowsk - -
Cumarinas Fluorescéncia azul ou amarela

Shinoda
Antocianinas e Antocianidinas - -
Flavonas, Flavonodis e Xantonas + -
Flavonodides Chalconas e Auronas - -
Flavanonois - -
Leucoantocianidinas - -
Catequinas (taninos Catéquicos) + -
Flavanonas - -

Triterpenos Liebermann-Burchard + -
Salkowski - -

Esteroides Liebermann-Burchard - -
Salkowski + -

Derivados antracénicos Borntraeger - -
livres
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Tabela 6 - Resultados dos ensaios fitoquimicos para a semente moida do umbu in

natura (UU) e seu carvao (UUC).

Metabdlito Teste / Reacgao Resultados
uu UuucC
Saponinas Formacéao e permanéncia de - -
espuma

Taninos Sais de ferro + -
Acidos organicos Pascova + -

Dragendorff - -
Alcaldides Mayer - -
Wagner - -
Polissacaridios Lugol - -

Baljet - -
Kedde - -
Glicosideos Cardiotdnicos Raymond-Marthoud - -
Keller-Kiliani - -
Liebermann-Burchard - -
Salkowsk - -

Cumarinas Fluorescéncia azul ou amarela
Shinoda
Antocianinas e Antocianidinas - -
Flavonas, Flavonodis e Xantonas + -
Flavondides Chalconas e Auronas - -

Flavanondbis - -
Leucoantocianidinas + -
Catequinas (taninos Catéquicos) - -
Flavanonas - -

Triterpenos Liebermann-Burchard - -
Salkowski - -
Esteréides Liebermann-Burchard - -
Salkowski + -

Derivados antracénicos Borntraeger - -
livres

As andlises fitoquimicas realizadas neste estudo demonstram a presenca de varios
grupos de compostos secundarios nos extratos das amostras.

Na pesquisa das saponinas, a espuma formada em cada uma das quatro solugdes
das amostras, apds serem agitadas, se desfez rapidamente, logo, todos os testes

foram considerados negativos.
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Os testes para taninos foram considerados positivos para as amostras de UA, UAC e
UU, pois foi observada a formacédo de uma coloragao verde e ainda pela formacao
de precipitado nos respectivos extratos indicando que séo taninos condensados.

Na pesquisa dos acidos organicos, foi observada a descoloracdo do reativo de
Pascova que possui coloragdo azul, apenas no extrato da amostra UU, sendo este o
unico resultado positivo.

Para a analise de alcal6ides os resultados foram considerados positivos para as
amostras UA e UAC de acordo com a metodologia utilizada pela formagdo de
precipitado floculoso ou turvacédo da solugcdo apresentadas na presenca dos trés
reativos usados: Dragendorff, Mayer e Wagner.

Na pesquisa para cumarinas, foi observado o desenvolvimento de fluorescéncia azul
nos papeéis de filtro expostos a luz UV nas amostras de UA, UAC e UU indicando
resultados positivos para as mesmas.

A pesquisa para flavondides, na amostra UA foi positiva, pois houve
desenvolvimento de coloragdo rosea na amostra (reacdo de Shinoda), também
apresentando coloracdo amarela quando levado a pH 11, indicando a presenca de
Flavonas, Flavonois e Xantonas além dos resultados positivos para Catequinas
(taninos Catéquicos) indicados pela coloracdo amarelo pardo apds o aquecimento
da solucao acidificada a pH 3. As solu¢des da amostra UU apresentaram o aumento
da intensidade da coloragédo para a reagdao de Shinoda, positivo para flavondides,
coloracdo amarela quando levada a pH 11 indicando a presenca de Flavonas,
Flavondis e Xantonas e também coloracdo vermelha na solugédo de pH 3 quando a
mesma foi aquecida, sinalizando a presencga de Leucoantocianidinas.

A andlise de terpenos indicou resultados positivos somente na amostra de UA pelo
surgimento e estabildade de coloragédo levemente amarelada na solugéo pela reagéao
de Liebermann-Burchard.

A pesquisa para esterdides apresentou resultados positivos na reagao de Salkowski
para as amostras de UA e UU pelo surgimento de coloracdao mutavel com o tempo.
As figuras 16, 17 e 18 apresentam resultados positivos para os testes das amostras

UA, UAC e UU respectivamente.
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Figura 16 — Resultados positivos para a amostra UA: (a) taninos, (b) alcaloide, (c)

cumarinas, (d) flavondides, (e) triterpenos e (f) esterdides.

.C

Figura 17 — Resultados positivos para a amostra UAC a) taninos (b) alcal6ide e (c)

cumarinas.
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(©)

(d) (e)
Figura 18 — Resultados positivos para a amostra UU: (a) taninos, (b) acidos

organicos (c) cumarinas (d) flavonoides e (e) esterdides.

A presenca dos alcaldides e taninos nas sementes da umburana pode justificar a
utilizacdo destas como repelentes de insetos para roupas e estantes, devido a sua
toxicidade e/ou 0 seu gosto amargo e a utilizagao destas substancias pelas plantas
com mecanismos de defesa (MARTINS et al.,1995; PAIS, 1998). J4 a utilizagao
desta semente como aromatizante e na fabricagdo de um pé fino, designado rapé-
de-imburana, empregado para induzir espirros no tratamento de congestao nasal por
acumulo de secrecao (MAIA, 2004) devido a presencga de cumarinas. Porém devem-
se ter cuidados com a utilizacdo das cumarinas, pois com base nos dados sobre
toxicidade hepatica verificada em ratos, a agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA) a classificou como substancia toxica, deixando de ser legal a
sua adicao nos alimentos (SIMOES et al., 2002).

A presenca de flavondides nas sementes € relevante devido a estes compostos
possuirem diferentes propriedades, como o fato de alguns apresentarem cor e
poderem ser usados como pigmentos, curticdo de couros e corantes de alimentos,
além da importancia farmacologica por serem atribuidas a essa classe de
compostos atividades antitumoral, antiinflamatéria, antiviral, antioxidante, dentre
outras (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Da avaliagcao final dos testes fitoquimicos observou-se que a semente da umburana

(UA) continha os seguintes metabdlitos: taninos, alcaléides, cumarinas, flavondides,
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triterpenos e esterdides. No seu respectivo carvdo (UAC) ainda foi encontrado
taninos, alcal6ides e cumarinas.

Na analise da semente do umbu (UU) verificou-se a presenca de taninos, acidos
organicos, cumarinas, flavonoides e esterbides. J4 no seu carvao (UUC) nao foi
encontrado nenhum dos metabdlitos testados, sendo este resultado considerado
promissor para a sua utilizacao no dispositivo dessalinizador. Estes testes parecem
ser os primeiros produzidos para esta semente, pois ainda nao foi encontrado

nenhum relato na literatura.

5.3 Rendimentos dos extratos para obtencao dos perfis cromatograficos

Ap6s a obtengdo dos extratos das amostras em diferentes solventes, segundo
procedimento descrito no item 4.3, estes foram rotulados e em seguida foram
calculadas as massas obtidas em cada fracdo extraida apdés a evaporagdao do
solvente e os rendimentos médios das extracbes de cada amostra. Foram feitas 3
determinacdes para a obtencao das médias.

Nas tabelas 7 e 8 sdo apresentados os resultados dos rendimentos médios das
extracoes das amostras UA e UAC respectivamente, além dos cédigos utilizados

para cada fracao.

Tabela 7 — Rendimento das extracbes da amostra da semente in natura de

umburana (UA), usando 15 g da mesma.

Solvente / Extrato . . = ,Pt_arcentual
Massa media (g) | Desvio padrao (s) | médio da massa
extraida
Hexano / UA1 3,3834 0,0072 68,07
Diclometano / UA2 0,5575 0,0075 11,22
Acetato de Etila/ UA3 0,1254 0,0093 2,52
Etanol / UA4 0,9039 0,0047 18,19
Massa total extraida dos
solventes (g) 4,9702 0,0062 100,00
Total da Extracao (%) 33,13 0,04 | @ -
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Tabela 8 — Rendimento das extragdes da amostra do carvdo da semente de
umburana (UAC), usando 15 g da mesma.

Percentual
Solvente / Extrato Massa media (g) | Desvio padrao (s) | médio da massa
extraida
Hexano / UAC1 3,5185 0,0040 81,74
Diclorometano / UAC2 0,3604 0,0076 8,37
Acetato de Etila/ UAC3 0,0431 0,0039 1,00
Etanol / UAC4 0,3826 0,0022 8,89
Massa total extraida dos 43047 0,0092 100,00
solventes (qg)
Total da Extracao (%) 28,70 006 | @ -

O rendimento total médio percentual observado na extragdo com os 4 solventes para
a semente in natura de umburana (UA) foi de 33,13 = 0,04% e para o seu respectivo
carvao (UAC) de 28,70 £ 0,06%.

Para a semente in natura de umbu (UU) foi obtido um rendimento médio percentual
das extragdes de 3,09 + 0,04%, ja o seu carvao (UUC) apresentou um valor de 1,28
* 0,05%. Os valores médios dos rendimentos das extragbes e os codigos utilizados
para cada fracdo extraida de UU e UUC podem ser vistas nas tabelas 9 e 10

respectivamente.

Tabela 9 — Rendimento das extragées da amostra da semente in natura de umbu
(UU), usando 15 g da mesma.

Percentual
Solvente / Extrato Massa media (g) | Desvio padrao (s) | médio da massa
extraida
Hexano / UU1 0,2443 0,0062 52,76
Diclorometano / UU2 0,0592 0,0078 12,78
Acetato de Etila/ UU3 0,0264 0,0030 5,70
Etanol / UU4 0,1332 0,0049 28,76
Massa total extraida 0,4630 0,0054 100,00
dos solventes (g)
Total da Extracao (%) 3,09 0,04 | @ e




59

Tabela 10 — Rendimento das extragdes da amostra do carvdo da semente de umbu
(UUC), usando 15 g da mesma.

Percentual
Solvente / Extrato Massa media (g) | Desvio padrao (s) | médio da massa
extraida
Hexano / UUC1 0,0742 0,0033 38,60
Diclorometano / UUC2 0,0410 0,0014 21,33
Acetato de Etila/ UUCS3 0,0332 0,0022 17,29
Etanol / UUC4 0,0438 0,0040 22,78
Massa total extraida dos 0,1922 0,0076 100,00
solventes (qg)
Total da Extracao (%) 1,28 0,05 | @ -

Da andlise dos resultados observa-se que, para todas as amostras, o extrato
hexanico apresenta a maior quantidade de massa extraida quando comparado com
os demais extratos e que o rendimento das extracées nas amostras dos carvoes é
menor que os de sua semente de origem, a excecao para o extrato hexanico das
amostras do carvao da semente moida da umburana, em que houve um aumento no
valor da massa extraida. Esse aumento pode ser explicado porque a semente da
umburana é uma oleaginosa, ricas em acidos graxos e também pela eliminacdo da
agua e com a utilizagdo do aquecimento para a obtencdo do carvao, parece
favorecer a extracdo destes compostos, que sdo geralmente encontrados na fragéo

hexanica.

5.4 Identificacao do sélido formado (cristais brancos) encontrado na semente
moida da umburana quando estocada (UAS1)

Na analise preliminar do sélido volatilizado na semente moida de umburana,
observou-se que o mesmo possuia a forma de cristais, de cor branca e que exalava
um cheiro de baunilha, caracteristico das cumarinas. Na tentativa de identifica-lo foi
feito inicialmente um perfil cromatografico em camada delgada para determinar se
era apenas uma substancia ou uma mistura, e em seguida testes de solubilidade e

ponto de fuséo:
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5.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Na figura 19 é apresentado o perfil cromatografico em camada delgada (CCD) do

sé6lido UAST:

{
i}
|
8
]

Figura 19 - Cromatograma do sélido UAS1; sistema eluente: hexano/acetato de étila

(6:4); Revelagao: camara de iodo solido.

Analisando-se o perfil cromatografico percebe-se o aparecimento de apenas uma
mancha levando a acreditar que o solido é de apenas uma substancia.

5.4.2 Analise da solubilidade do sdlido UAS1

Nos testes de solubilidade pode-se observou-ser que o UAS1 € pouco sollvel em
agua, mas soluvel em éter dietilico, cloroférmio e etanol. Os resultados podem ser

observados na figura 20.
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(d)
Figura 20 — Testes de solubilidade do UAS1 (a) agua, (b) éter dietilico,
(c) cloroférmio e (e) etanol.

5.4.3 Teste do ponto de fusao do sdlido UAS1

Foi observado que o ponto de fusdo médio do solido é de 69,9 £ 0,1°C.

A andlise dos testes de solubilidade e ponto de fuséo indica que o sélido UAS1 pode
ser a cumarina (1,2 benzopirona), ja que esta é um cristal branco a temperatura
ambiente, apresenta aroma semelhante ao da baunilha, com ponto de fusdo entre
68 e 70°C além de possuir boa solubilidade em etanol, cloroférmio e éter etilico,
sendo pouco sollivel em agua (COHEN et al. 1979). Para tentar confirmar foram
feitos os espectros de infravermelho e de cromatografia gasosa com espectrometria

de massa.
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5.4.4 Espectro no infravermelho (IR) do sdlido UAS1

A figura 21 apresenta o espectro no infravermelho (IR) do so6lido UAST.
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Figura 21 — Espectro no Infravermelho do sélido estudado UAST.

Da analise do espectro de IR pode-se observar a presenca dos seguintes sinais
caracteristicos: (a) de carbonila de ester conjugada na frequéncia de onda de 1706
cm™, (b) 2 sinais da ligacdo C = C de aromatico aproximadamente em 1600 e 1450
cm™, (c) 3 sinais da ligagdo C — O de ester (aromatico) na faixa de 1300 — 1000 cm™,
e (d) sinais de benzeno di-substituido nas posicéo 1,2 em 770 e 735 cm™1(Lopes &
Fascio, 2004).

Pode-se também observar que o espectro de infravermelho do solido UAS1 é
bastante similar ao espectro da cumarina (1,2 benzopirona) como é mostrado na

figura 22.
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Figura 22 — Espectro de infravermelho: (a) sélido UAS1 e (b) cumarina (1,2

benzopirona).

Fonte: National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST).
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5.4.5 Analise por CG/EM do sdlido UAS1

O cromatograma e o espectro de massa do sélido UAS1 podem ser visto nas figuras

23 (a) e (b) respectivamente.
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Figura 23 — (a) Cromatograma do sélido UAS1 e (b) Espectro de massas.

Pode-se observar um sinal intenso com tempo de retencdo de 20,46 minutos. A
similaridade do espectro de massa do sélido quando comparado com as bibliotecas
de espectro do padrdo da cumarina foi de 97%, confirmado que o solido UAS1 é
mesmo a cumarina.

O solido ja identificado como cumarina foi entdo reservado para ser usado como

padrao em posterior analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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5.6 Composicdao dos dcidos graxos nas amostras das sementes estudadas
(UA, UAC, UU e UUC)

Inicialmente foi feita a reacdo de esterificagdo do extrato hexanico de cada uma das
amostras. Os acidos graxos foram identificados mediante a comparagao dos tempos
de retencdo dos seus ésteres metilicos e o dos padrées de esteres metilicos obtidos
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). Os acidos
nao identificados foram comparados as bibliotecas de espectros. A figura 24
apresenta o cromatograma de ions totais dos padrées dos ésteres metilicos dos
respectivos acidos e a tabela 11 apresenta os padrées e os tempos de retencao
obtidos na analise dos padrdes dos ésteres metilicos.
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Figura 24 — Cromatograma dos ions totais dos padrdes dos ésteres metilicos.

Tabela 11 — Padrdes dos ésteres metilicos com os seus respectivos tempos de

retencao.
Ester t, Formula
Pico | metilico Nome (IUPAC) (min.) | molecular
1 Linolgico | Ester cis,cis-9,12-octadecadiendico | 28,69 | CioHasO»
2 Oléico Ester cis-9-octadecendico 28,74 | C19H360>
3 Elaidico Ester trans-9-octadecendico 28,79 | Cq9H3602
4 Estearico Ester octadecandico 28,96 | C1gH3s0>
5 | Araquidico Ester eicosandico 30,81 | Cz1H4202

t; - Tempo de retengao
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Observa-se pelo cromatograma, que as condi¢gdes utilizadas para a analise néo
foram as mais adequadas, pois foram feitas fora do nosso grupo de pesquisa, € pela
demanda de trabalho do laboratério onde foram realizadas as nossas analises, nao
foi possivel fazer os ajustes necessarios para melhoria das mesmas.

A figura 25 e a tabela 12 respectivamente apresentam o cromatograma de ions
totais e a composicdo dos ésteres metilicos equivalentes aos acidos graxos
presentes na amostra da semente in natura da umburana (UA).
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Figura 25 — Cromatograma dos ions totais dos ésteres metilicos equivalentes aos

acidos graxos da semente in natura de umburana (UA).

Tabela 12 — Composi¢ao e ordem de elui¢cdo dos ésteres metilicos equivalentes aos
acidos graxos da semente in natura de umburana (UA).

Ester do acido t, Formula
Pico graxo Nome (IUPAC) (min.) | molecular

1 Palmitico Ester hexadecandico 26,91 | Ci7H3402
2 Margarico Ester heptadecanéico 27,96 | GC1gH3602
3 Oléico Ester cis-9-octadecenoico | 28,74 | CioHzs02
4 Estearico Ester octadecandico 28,96 | CigH350,
5 n-nonadecilico Ester nonadecandico 29,90 | GCpoH4002
6 N | e 30,61
7 Araquidico Ester eicosandico 30,81 C21H420,
8 n-heneicoséico Ester heneicosanoico 31,67 | CooHa40o0
9 Behénico Ester docosanéico 32,50 | Co3H402
10 Lignoceérico Ester tetracosanéico 34,05 | Cp4H4s0,

t, - Tempo de retengéo; N. |. — nao identificado
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Da analise dos dados observou-se que a semente da umburana apresentou dez
acidos graxos. Destes, um insaturado, oito saturados, e um que nao foi possivel
fazer a identificagdo. Observa-se também no espectro um sinal no tempo de
retencdo em 20,40 min. Este sinal é da cumarina. A mesma possui boa solubilidade
em O6leos (COHEN et al. 1979). A confirmacéao foi feita através da biblioteca de
espectros.

Na figura 26 € apresentado o cromatograma dos ions totais dos ésteres metilicos
equivalentes aos acidos graxos da amostra do carvdo da semente da umburana
(UAC) e na tabela 13 pode ser vista a sua composi¢ao.

4 Dgc1l%nnn.nnnj

35— a
2.0]
15

2.+

Akl fes =

0.0 12.5 15.0 17.5 .0 22I.5 25I.I:I EFI.S 3[:.[! 32I.5 5.0

Figura 26 — Cromatograma dos ions totais dos ésteres metilicos equivalentes aos
acidos graxos do carvao da semente de umburana (UAC).
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Tabela 13 — Composi¢ao e ordem de eluicdo dos ésteres metilicos equivalentes aos

acidos graxos do carvao da semente de umburana (UAC).

Ester do acido t, Formula
Pico graxo Nome (IUPAC) (min.) molecular
1 Miristico Ester tetradecandico 24,58 C15H3002
2 Palmitico Ester hexadecanéico 26,91 C17H3405
3 Margarico Ester heptadecanéico 27,96 C1sH3602
4 Oléico Ester cis-9-octadecenoico | 28,74 C19H3602
5 Estearico Ester octadecandico 28,96 C19H3502
6 n-nonadecilico Ester nonadecandico 29,90 C2oH400>
7 N.l.L @ | e 30,61
8 Araquidico Ester eicosanéico 30,81 C21H420,
9 n-heneicosobico Ester heneicosanéico 31,67 C2oH4405
10 Behénico Ester docosanoico 32,50 Ca3H460,
11 Lignoceérico Ester tetracosanéico 34,05 C24H450,
t; - Tempo de retencdo; N. |. — ndo identificado

A amostra do carvdo da semente de umburana (UAC) apresenta em sua

composicao o acido miristico e também os mesmos acidos encontrados na amostra

da sua semente de origem (UA).

A tabela 14 apresenta a composicao dos acidos graxos presentes nas sementes in
natura da umburana UA e UAC em percentagem da é&rea dos picos do

cromatograma de ions totais dos seus ésteres equivalentes.
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Tabela 14 — Composicao dos acidos graxos presentes nas sementes in natura da

umburana (UA) e seu carvao (UAC) em percentagem da area dos picos.

Acido graxo Composicao (%)
Saturados Simbolo UA UAC
Miristico C14:0 | ---—---—--- 0,19
Palmitico C16:0 16,09 17,12
Margarico C17:0 0,62 3,41
Estearico C18:0 10,23 15,49
n-nonadecilico C19:0 3,42 7,60
Araquidico C20:0 4,09 5,08
n-heneicosdico C21:0 0,68 1,27
Behénico C22:0 1,27 0,88
Lignocérico C23:0 0,23 0,15
Total saturados 36,63 51,19
Insaturado

Oléico C18:1 (n-9) | 61,73 48,29

Nao identificado N. I. 1,65 0,54
Composicao total | 100 \ 100

Da analise da tabela podemos observar nas duas amostras (UA e UAC), que o &cido
palmitico € o mais abundante &cido graxo saturado com 16,09 e 17,12 %
respectivamente, seguido do acido estearico. Além disso, observa-se também que o
acido oléico é o unico &cido insaturado presente, sendo o0 majoritario em ambas as
amostras. Observa-se ainda que o percentual deste mesmo acido na amostra UA
diminuiu de 61,73 % para 48,29 % na amostra UAC, o que ja era esperado devido
ao efeito da temperatura para a obtencdo do carvao, o que favorece a quebra das
insaturacdes e também a quebra da cadeia carbénica. Ainda assim o acido oléico
representa a maior parte dos acidos graxos na amostra do carvao da semente da
umburana.

O cromatograma de ions totais dos ésteres metilicos equivalentes dos &cidos
graxos da semente in natura do umbu esta apresentado na figura 27 e a sua
composicao pode ser vista na tabela 15.
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Figura 27 — Cromatograma dos ions totais dos ésteres metilicos equivalentes aos
acidos graxos da semente in natura do umbu (UU).

Tabela 15 — Composicao e ordem de eluicdo dos ésteres metilicos equivalentes aos

acidos graxos da semente in natura de umbu (UU).

vome (upa0) |k [ Farmele
1 Miristico Ester tetradecandico 24,59 | C15H3002
2 Palmitico Ester hexadecanéico 26,91 | Ci7H3402
3 Linoléico Ester cis,cis-9,12-octadecadiendico | 28,69 | CigH3402
4 Oléico Ester cis-9-octadecenéico 28,74 | C19H3602
5 Estearico Ester octadecadico 28,96 | C19H3502
6 n-nonadecilico Ester nonadecandico 29,91 C20H4002
7 Araquidico Ester eicosanéico 30,81 C21H4202
8 n-heneicosobico Ester heneicosanéico 31,67 | CaxH402
9 Behénico Ester docosanéico 32,50 | Ca3H4602

t, - Tempo de retengdo

Observa-se que a semente do umbu apresentou oito acidos graxos sendo que seis
saturados e dois insaturados.
A figura 28 apresenta o cromatograma dos ions totais dos ésteres metilicos

equivalentes aos acidos graxos do carvdo da semente do umbu (UUC).
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Figura 28 — Cromatograma dos ions totais dos ésteres metilicos equivalentes aos

acidos graxos do carvao da semente de umbu (UUC).

Na tabela 16 pode ser vista a composicdo e a ordem de eluicdo dos ésteres
metilicos equivalentes aos acidos graxos presentes no carvao da semente do umbu
(UUC).

Tabela 16 — Composi¢ao e a ordem de eluicdo dos ésteres metilicos equivalentes
aos 4cidos graxos no carvao da semente do umbu (UUC).

prco| ESterdodeite | omequpac) [ ok [ Fomls
1 Miristico Ester tetradecandico 24,58 | C15H3002
2 Palmitico Ester hexadecanoico 26,91 | Ci7H340:
3 Oleico Ester cis-9-octadecendico | 28,73 C19H3602
4 Estearico Ester octadecandico 28,96 | C19H3s02
5 n-nonadecilico Ester nonadecandico 29,91 C20H4002
6 Araquidico Ester eicosanéico 30,81 C21H4202
7 n-heneicosoico Ester heneicosanéico 31,67 | C2H4402
8 Behénico Ester docosanéico 32,49 Ca3H4602

tr - Tempo de retengao

Observou-se que o carvao da semente do umbu (UUC) apresentou quase que a
mesma composicdo dos acidos graxos que o da semente in natura (UU), apenas
nao sendo encontrado o &cido linoléico.



72

Na tabela 17 €& apresentada a composigcdo percentual dos &cidos graxos
encontrados nas sementes in natura do umbu (UU) e do seu respectivo carvao
(UAC), obtida através das areas dos picos do cromatograma de ions totais dos

ésteres equivalentes.

Tabela 17 — Composicao percentual dos acidos graxos presentes nas sementes in
natura do umbu (UU) e do seu carvao (UUC) em percentagem da area dos picos.

Acidos graxos Composicao (%)
Saturados Simbolo uu uucC
Miristico C14:0 0,18 0,28
Palmitico C16:0 20,23 23,8
Estearico C18:0 15,52 19,43
n-nonadecilico C19:0 1,19 5,72
Araquidico C20:0 1,42 5,31
n-heneicosobico C21:0 0,33 1,26
Behénico C22:0 0,14 0,58
Total saturados 39,01 56,38
Insaturados
Oléico C18:1 (n-9) 43,25 43,62
Linoléico Ci182(n-6) | 17,74 | ------
Total insaturados 60,99 43,62
Composicao total \ 100 \ 100

Da andlise da tabela 17 observa-se que entre os acidos saturados encontrados nas
sementes do umbu, o acido palmitico € o majoritario, com 20,23%, seguido pelo
acido estearico, com 15,52%. Entre os insaturados, o oléico € o mais abundante
com 43,25% seguido pelo linoléico com 17,74%. Estes resultados sédo semelhantes
aos encontrados por ALMEIDA et al. (2007) e por BORGES et al. (2007). A presenca
do acido linoléico é bastante relevante, pois segundo Mendes et al. (1998) tanto a
familia n-3 quanto a n-6 dos &cidos graxos insaturados reduzem os niveis de LDL
(lipiproteina de baixa densidade), o colesterol ruim. O carvdo apresentou resultados
semelhantes aos da sua semente in natura, sendo que nesta ndo foi encontrado o

acido linoléico. Os &cidos saturados sao majoritarios quando se considera a
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composicéao total. No entanto, o acido insaturado oléico ainda é o mais abundante,

permanecendo praticamente estavel em sua composicao (43,62%).

5.7 Anadlises dos constituintes das amostras das sementes estudadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Inicialmente foi feita a verificacao do perfil espectral de absorcdo de cada composto
padrdo no UV, bem como a otimizagdo do comprimento de onda (A) para medida por
CLAE - UV. As bandas de absorcdo foram avaliadas individualmente sendo
submetidas a varredura em luz ultravioleta na faixa de comprimento de onda entre
200 a 400 nm. As figuras 29, 30 e 31 apresentam respectivamente os espectros em
UV dos padrées de acido galico, acido L-ascoérbico e cumarina respectivamente. Os
dois primeiros da Sigma-Aldrich e a cumarina isolada e identificada neste trabalho.
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Figura 29 — Espectro no UV do &cido galico em metanol.
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Figura 30 — Espectro no UV do &cido L-ascorbico em metanol.
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Figura 31 — Espectro no UV da cumarina em metanol.
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Em seguida os espectros de varredura de cada composto foram sobrepostos. Foi
considerado o melhor comprimento de onda para medida por CLAE - UV aquele
onde foi possivel monitorar os compostos com intensidade e seletividade adequadas
ao mesmo tempo. Na figura 32 é apresentada a sobreposicao dos espectros UV dos
padrdes e a indicagdo do comprimento de onda que foi considerado o melhor para o

monitoramento dos compostos por CLAE - UV.
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Figura 32 — Sobreposicao dos espectros no UV dos padrdes de acido galico, acido

L-ascorbico e cumarina em metanol.

A Figura 32 mostra que no comprimento de onda de 274 nm o &cido galico e
cumarina tém uma maior absortividade e por consequéncia uma maior sensibilidade.
Ja para o acido L-ascorbico o melhor comprimento de onda é 245 nm. No entanto, a
utilizacdo de qualquer um dos dois comprimentos de onda leva a perda de
sensibilidade na determinacdo do outro composto. Entdo foi preciso encontrar um
comprimento de onda que apresentasse boa sensibilidade para todos os compostos.
O melhor resultado foi para A = 254 nm que foi o utilizado para 0 monitoramento dos

padrbes nas amostras.
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Em seguida foram injetados os padrdes das substancias estudadas no Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) nas seguintes condigcdes cromatograficas para
eluicao isocratica:

Comprimento de onda: 254 nm;

Solvente para eluicao: Agua / Acetonitrila (80 / 20);

Fluxo: 1,0 mL min™;

Volume de injegdo: 20 uL;

Tempo de corrida: 15 minutos.

Esta foi a melhor condi¢cdo encontrada para o desenvolvimento do método. Na figura
33 observa-se o cromatograma integrado das substancias padrées de acido L-
ascérbico, acido galico e cumarina.
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Figura 33 — Cromatograma integrado das substancias padrdes de acido L-ascérbico,

acido galico e cumarina.

Observa-se que houve uma sobreposi¢cédo parcial nos sinais dos picos do acido L-
ascérbico (tr = 1,76 min.) e do &cido galico (i, = 2,04 min.). Ja em relagdo a cumarina
a resolucéo foi boa e o tempo de retengédo de 10,97 minutos. A tentativa de melhorar
a resolucao com a variagao da velocidade do fluxo, variagdo da composicdo dos
solventes e a adicdo de uma pequena quantidade de acido acético, nao
apresentaram resultados satisfatorios. Nao foi possivel fazer uma andlise utilizando

gradiente de eluigdo por problemas ocorridos com o cromatografo. Optou-se entdo
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por fazer corridas individuais com os padrdes do &cido L-ascorbico e do acido gdlico,
com as mesmas condicbes que na corrida integrada, para que fosse possivel
observar melhor o perfil destes dois compostos.

Os cromatogramas individuais dos padrées do acido L-ascorbico e acido galico sao

apresentados nas figuras 34 e 35 respectivamente.
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Figura 34 — Cromatograma do padrdo do Acido L-ascérbico.
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Figura 35 — Cromatograma do padréo do Acido galico.
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Da andlise dos cromatogramas individuais dos padrdes de acido L-ascorbico e do
acido galico observa-se que nao houve variacdo significativa nos tempos de
retencdo dos mesmos: o acido L-ascérbico permaneceu com o mesmo tempo de

retencao, t,= 1,76 min e o acido galico variou de 2,04 para 2,02 min.

Utilizando as mesmas condigdes cromatograficas que aquelas obtidas da analise
das substancias padrbes, foram injetados os extratos DCM, acetato de étila e
etandlico das sementes in natura da umburana e do umbu e de seus respectivos
carvbes obtendo-se assim os respectivos perfis cromatograficos. Os cromatogramas
dos extratos de cada amostra podem ser observados nas figuras 36, 37, 38 e 39.
Apés as analises dos cromatogramas, verificou-se através da coincidéncia dos picos
que na semente in natura da umburana o acido L-ascérbico e a cumarina estao
presentes nos extratos DCM e acetato de étila e o &cido gélico esta presente no
extrato etandlico. O seu carvao apresentou o mesmo perfil, com excecdo da
cumarina que também esté presente no extrato etanolico. Na semente in natura do
umbu observou-se a presenca do acido L-ascérbico nos extratos DCM e acetato de
etila. O acido galico esta presente em todos os extratos e a cumarina apenas no
extrato DCM. J& no seu respectivo carvao sé foi observado o acido L-ascérbico em
todos os extratos.

A presenga da cumarina nas sementes in natura da umburana ja era esperada, pois
o padrao utilizado foi isolado da propria semente. Além disso, ROSSI (2008) ja
relatou a presenca da mesma nas sementes da umburana. Devido a facilidade de
obtencdo da cumarina a partir da semente moida da umburana, apesar de
considerada como uma substancia toxica para utilizagdo em alimentos, sua
utilizacdo ap6s extragdo podera ser viavel em industrias de produtos de limpeza e
cosméticos (Simobes et al.,, 2002) ou como material de partida para sintese de
farmacos. O resultado positivo encontrado na semente in natura do umbu foi
confirmado pela adicdo de padrao de cumarina no extrato DCM, onde se observou o
aumento da area do pico sem o aparecimento de novos sinais, 0 que pode ser visto

no cromatograma da figura 40, comparado ao cromatograma da figura 38 (a).
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Figura 36 — Cromatogramas dos extratos da semente in natura da umburana (a) em

DCM, (b) em acetato de etila e (c) em etanol.
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Figura 37 — Cromatogramas dos extratos do carvao da semente da umburana (a) em

DCM, (B) em acetato de etila e (c) em etanol.
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Figura 38 — Cromatogramas dos extratos da semente in natura do umbu (a) em
DCM, (b) em acetato de etila e (c) em etanol.
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Figura 39 — Cromatogramas dos extratos do carvao da semente do umbu (a) em

DCM, (b) em acetato de etila e (c) em etanol.
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Figura 40 - Cromatograma do extrato DCM da semente do umbu in natura com

adicao do padrao de cumarina.

Comparando-se esses resultados com os encontrados nos testes quimicos observa-
se concordancia para a cumarina em todas as anadlises, apresentando resultados
positivos para a semente in natura da umburana, seu respectivo carvao e para a
semente in natura do umbu, ndo tendo o0 seu carvao apresentado resultado positivo.
O mesmo comportamento também foi visto para o acido galico quando comparado
aos resultados encontrados nos testes para taninos, positivos para a semente in
natura da umburana, seu respectivo carvao e a semente in natura do umbu. Ja o seu
carvao, nao apresentou resultados positivos. Esta relagdo pode ser feita uma vez
que o acido galico pode ser encontrado na forma livre e também como parte
de taninos. Para a comprovacao da presenca de acido galico nesses materiais, foi
adicionado padrao aos extratos etandlicos da semente in natura da umburana, no do
seu respectivo carvao e no extrato da semente in natura do umbu, os quais foram os
trés extratos que apresentaram cromatogramas com picos em tempos de retencdo
semelhantes ao do padrao. Estes cromatogramas podem ser vistos na figura 41 a, b
e ¢ e podem ser comparados com o0s cromatogramas das figuras 36 ¢, 37 ¢ e 38 c,

respectivamente.
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Figura 41 — Cromatogramas dos extratos etandlicos (a) semente in natura da
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A presenga do acido L-ascorbico nas amostras dos carvdes das duas sementes ndo
era esperada, pois este acido possui ponto de fusdo na faixa de temperatura entre
190 e 192 °C, abaixo da temperatura usada para a obtencéo dos carvdes (250 ¢ C).
Na tentativa de confirmar que o referido acido, foi feito o monitoramento do mesmo
em comprimento de onda de 245 nm, escolhido como mais adequado para o acido
L-ascérbico e em seguida foi feita a adicdo de padrao nos extratos. As andlises
foram feitas no extrato acetato de étila, j4 que neste foram observados resultados
positivos preliminares em todas as amostras (in natura e como carvdes). Foi usada a
velocidade do fluxo mais baixa, de 0,8 mL min”, na tentativa de uma melhor
resolucdo cromatografica. As figuras 42, 43 e 44 apresentam cromatogramas do
padréao do &cido L-ascérbico, dos extratos das amostras e dos extratos com adicao
de padréo.
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Figura 42 — Cromatograma do padrdo do Acido L-ascérbico.
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(d)

Figura 43 — Cromatogramas dos extratos em acetato de etila: (a) semente moida in

natura da umburana, (b) carvao da semente moida da umburana, (c) semente moida

in natura do umbu e (d) carvao da semente moida do umbu.
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Figura 44 — Cromatogramas dos extratos em acetato de etila com adicao de padrao:

(a) semente moida in natura da umburana, (b) carvdo da semente moida da

umburana, (c) semente moida in natura do umbu e (d) carvao da semente moida do

umbu.

Da observagao da nova andlise para a determinagdo do acido L-ascorbico verificou-

se a similaridade no tempo de retencédo dos extratos quando comparados ao tempo

de retencdo do padrdo. Apos a adigdo de padrdo aos extratos observou-se que a

area dos picos correspondentes aumentou sem o0 aparecimento de novos picos no

cromatograma comprovando assim a presenga do &cido L-ascorbico nas amostras

analisadas.
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6. CONCLUSAO

O rendimento médio percentual na obtencdo do carvdo da semente moida da
umburana, Amburana cearensis A. C. Smith, foi maior que o obtido com a semente
moida do umbu, Spondias tuberosa Arruda, correspondendo respectivamente a 66,7
+1,9% e 41,9 £2,7%.

Sobre o estudo da semente da umburana:

Na semente in natura da umburana foram detectados os seguintes metabdlitos
secundarios: taninos, alcaldides, cumarinas, flavonoides, triterpenos e esterdides e 0
seu carvao ainda apresentou taninos, alcaldides e cumarinas. A presenga de
alcaléides neste carvdo ndo € um bom indicativo na sua utilizagdo no dispositivo
dessalinizador, devido a conhecida toxicidade dessas substancias. Ainda foram
encontrados nesta semente in natura 10 acidos graxos, incluindo oito saturados:
palmitico, margarico, oléico, estearico, n-nonadecilico, araquidico, n-heneicosbico e
lignocérico; um insaturado: o acido oléico, que € o majoritario (61,73%) e outro que
nao foi possivel identificar. O carvao desta semente apresentou os mesmos acidos

graxos, além do acido miristico.

Foi confirmado através de testes de solubilidade, ponto de fusao, infravermelho (IR)
e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) que o sélido

encontrado cristalizado na semente moida da umburana é a cumarina.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos extratos também
confirmou a presenca da cumarina e revelou pela primeira vez a presenca de acido

L-ascérbico e acido gélico tanto na semente in natura como no carvao da umburana.

Os resultados deste estudo fitoquimico sinalizam este material biolégico como nao
adequado para uso no dispositivo dessalinizador, devido também a presenca de
cumarina, em funcao da sua toxicidade e solubilidade parcial em agua. No entanto,
devido a facilidade de obtencdo da cumarina a partir da semente moida da
umburana, apesar de considerada como uma substancia tdxica para utilizacdo em

alimentos, sua utilizacao apés extracao podera ser viavel em industrias de produtos
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de limpeza e cosméticos ou como material de partida para sintese de farmacos,

entre outros.

Sobre o estudo da semente do umbu:

A semente in natura do umbu apresentou sete acidos graxos saturados: miristico,
palmitico, estearico, n-nonadecilico, araquidico, n-heneicosbico e behénico e dois
acidos insaturados: oléico (majoritario, com 43,25%) e linoléico. Ja o seu respectivo
carvao, apresentou a mesma composi¢cao dos acidos graxos saturados que a sua
semente in natura, mas apenas um insaturado, o oléico. Estas sementes, ricas em
acidos graxos, poderao ser mais bem aproveitadas, principalmente pela presenca do
acido linoléico, que é considerado benéfico a saude.

Na semente in natura do umbu ainda foram detectados taninos, acidos organicos,
cumarinas, flavondides e esterdides. Ja no seu carvao nao foi encontrado nenhum
dos metabdlitos testados e este resultado é promissor para a sua utilizacdo no

dispositivo dessalinizador.

Usando CLAE, também foram encontrados cumarina, acido L-ascorbico e &acido
galico nos extratos da semente in natura do umbu, sendo este o primeiro relato
destas substancias presentes nesta semente. No seu carvao foi observado apenas
acido L-ascorbico, o que reforga sua indicagdo como material bastante promissor
para ser usado no dispositivo dessalinizador, visto que o acido L-ascorbico,
substancia soluvel em agua, além de evitar doengas como o escorbuto, é
extremamente importante no combate dos radicais livres oriundos de processos

oxidativos.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

» Estudo de outros materiais para utilizacao no dispositivo dessalinizador;

> Aplicar o dispositivo caseiro para dessalinizagdo de agua salobra em

comunidades carentes de agua doce no Semi-Arido baiano;

> Divulgacdo do dispositivo caseiro de dessalinizagdo na regido Semi-Arida
baiana e outras regides afins carentes de agua de boa qualidade para beber;

> Investigacao do(s) principal (is) componente(s) responsavel (is) pela adsorgao
de sal na semente do umbu;

» Estudo do reuso do material dessalinizador em alimentacdo de animais da
regido do Semi Arida baiano.
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Anexo A - Espectros de massa dos padroes dos ésteres metilicos
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Anexo B - Espectros de massa dos ésteres metilicos provenientes dos acidos
graxos da semente in natura de umburana (UA)
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Anexo C — Espectros de massa dos ésteres metilicos provenientes dos acidos
graxos do carvao da semente de umburana (UAC)
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Anexo D — Espectros de massa dos ésteres metilicos provenientes dos acidos

graxos da semente in natura de umbu (UU)
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Anexo E - Espectros de massa dos ésteres metilicos provenientes dos acidos

graxos do carvao da semente de umbu (UUC)
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