INTRODUCAO

O estudo de plantas medicinais € uma area de pesquisa que apresenta um
grande volume de trabalhos, apesar de ainda existir um vasto nimero de plantas
cuja composicdo quimica que permanece sem investigacdo. O Brasil inclui-se entre
0s paises de maior biodiversidade mundial abrigando cerca de 50 mil espécies de
plantas superiores, distribuidas em grandes biomas, aparecendo a Amazbnia com
25-30 mil espécies (IUCN, 1986), a Mata Atlantica com 16 mil (MENDONCA et al.,
1998) (SKORUPA & VIEIRA, 2002)e as demais espécies distribuidas na Caatinga,
Pampa, Pantanal e Cerrado. Entretanto, apesar do grande numero estimado de
espécies vegetais existentes, apenas uma pequena parcela tem sido pesquisada
cientificamente quanto ao seu potencial de producao de farmacos.

Anacardiaceae é uma familia botanica que pertence ao reino Plantae, divisdo
das Angiospermae, classe Dicotiledoneae, subclasse Rosidae, ordem Sapindales. E
constituida por cerca de 70 géneros e 600 espécies sendo que 13 géneros e 68
espécies ocorrem no Brasil. A familia é subdividida em cinco tribos: Anacardieae,
Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae (CORREIA, DAVID & DAVID,
2006).

A distribuicdo das espécies da familia Anacardiaceae ocorre em uma extensa
area global, sendo principalmente encontrada em regiées tropicais e subtropicais
com algumas espécies podendo também ser encontradas em regides temperadas
(SILVA, CHINALIA & PAIVA, 2008).

No Brasil, varias espécies de Anacardiaceae sdo conhecidas por serem
plantas frutiferas com valor econémico tais como: Schinus terebinthifolius Raddi,
pimenta rosa (3) brasileira usada como condimento; Mangifera indica L. (manga) (1),
Anacardium occidentale L. (caju) (2), Pistacia vera L. (pistache), Spondias cytherea
Sonn. (cajarana) S. mombim L. (caja) S. purpurea L. (ciriguela) e S. tuberosa Arr.
Cam. (umbu), cujos frutos sdo usados no pais como frutas comestiveis ou na
fabricacdo de outros alimentos; Astronium fraxinifolium Schott (Gongalo Alves), A.
lecointein Ducke, (muiraquatiara); A. urundeuva Engl.,, aroeira; Schinopsis
brasiliensis Engl., barauna por produzirem boa madeira (NADIA et al., 2007).

Cerca de 25% dos géneros dessa familia sdo conhecidos por possuirem
espécies reconhecidas como téxicas e causadoras de dermatite de contato severa.



De modo geral, as espécies toxicas desta familia estdo restritas as tribos
Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae (CORREIA et al.,, 2008). A dermatite de
contato provocada por algumas espécies dessa familia € atribuida principalmente a
compostos alquilfendlicos e catecolicos ou a mistura destas substancias,
denominados lipidios fendlicos. Estas substédncias podem estar presentes em
diferentes partes do material vegetal, ocorrendo principalmente em espécies do
género Rhus. Nos ultimos anos, a origem dos lipidios fendlicos e derivados também
foi objeto de investigacéo; além disso, espécies da familia Anacardiaceae tém se
mostrado bastante promissoras nas buscas de substancias bioativas (CORREIA,
DAVID & DAVID, 2006).

Figura 1 Espécies da familia Anacardiaceae.

Fonte: revistagloborural.globo.com;aryansantosaryel.blogspot.com;wildlifeofhawaii.com
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Um género da familia Anacardiaceae que merece destaque é o género
Spondias por contituir de arvores frutiferas tropicais e exploradas pelo seu valor
comercial. Esse género é composto por 18 espécies, sendo que algumas dessas
espécies ocorrem no Nordeste (MITCHELL & DALY, 1995).

No Nordeste brasileiro, destacam-se as espécies: Spondias mombin L.
(cajazeira), Spondias purpurea L. (cirigueleira), Spondias cytherea Sonn.
(cajaraneira), Spondias tuberosa Arr. Cam. (umbuzeiro) e Spondias spp. (umbu-
cajazeira). Todas sdo arvores frutiferas tropicais largamente exploradas através do
extrativismo, como a cajazeira e o umbuzeiro, ou em pomares domeésticos como a
cajaraneira, a cirigueleira e a umbu-cajazeira. Estas espécies sdo plantadas em
domesticacdo que produzem frutos de boa aparéncia, qualidade nutritiva, aroma e

sabor agradaveis, 0os quais sdo muito apreciados para o consumo como fruta fresca



ou na forma processada como polpa, sucos, doces, néctares, picolés e sorvetes
(MARTINS, S.T. & MELO, B).

A espécie Spondias mombin L. tem se destacado bastante na medicina
tradicional de alguns paises. A decoccdo de frutos é usada como um diurético e
febrifugo, a decoccéo das cascas e das folhas podem ser usadas como um emético
e contra disenteria, hemorroidas, bem como utilizado para a gonorréia e leucorreia.
Extrato das folhas e caules tem fornecido propriedades antimicrobiana,
antibacteriana, antifingica e antiviral. Chas das flores e das folhas sédo utilizados
pela populacdo para aliviar a dor de estbmago, véarias condi¢cdes inflamatorias e
curas da ferida. Além disso, tem sido demonstrado que o extrato etandlico e
metandlico das folhas e caules possuem derivados fendlicos com propriedades
antioxidantes e anti-herpes, os quais tem sido formulados para uso no Brasil
(AYOKA, 2006).

Estudos anteriores realizado com a espécie Spondias mombin L. revelaram
gue foram isoladas novas substancias com diferentes atividades biolégicas. Por
exemplo, foram obtidos das folhas e caules de S. mombin L., por meio de um ensaio
biomonitorado, dois taninos elagicos (Geranina, galoil-geranina) e dois ésteres
derivados do acido caféicos (acido 2-O-cafeoil-(+)-allohidroxicitrico e o éster butilico
do acido clorogénico), além do acido clorogénico, que mostraram acentuada
atividade antiviral contra os virus Coxsackie e Herpes simplex (CORTHOUT, 1991,
CORTHOUT, 1992). Além destes foi isolado das folhas, utilizada na medicina
tradicional devido as suas atividades antimicrobianas, uma série de &acidos 6-
alquenil-salicilico do extrato etandlico das folhas e caules de S. mombin L.
(Anacardiaceae). Estes acidos fendlicos apresentaram pronunciado efeito
antibacteriano e moluscicida (CORTHOUT, 1994). Em outro estudo relatou o &cido
6-(8'2,11'Z,14’Z-heptadecatrienil)-salicilico, um derivado do acido anacardico, que foi
isolado do extrato hexanico das folhas e ramos da planta e apresentou propriedades
inibidoras de beta-lactamases (COATES, 1994) (Figura 2) .

O fruto do caja-umbu (Spondias spp.) apresenta teores elevados de vitamina
C e glicidios. Investigacfes fitoquimicas realizadas na polpa do fruto indicaram o
caja-umbuzeiro como fonte natural de antioxidantes, sendo isolados a partir do
extrato acetato, os constituintes furfural e alfa/beta-D-glicose. O furfural apresentou
atividade antioxidante moderada (ALMEIDA, 2000).
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1.1 ESPECIE SPONDIAS TUBEROSA

Spondias tuberosa é endémica do semi-arido brasileiro, ocorrendo desde o
Piaui até o Norte de Minas Gerais. Conhecida popularmente como umbuzeiro,
ambuzeiro ou imbuzeiro, apresenta muitas utilidades econdmicas, sendo seu fruto
comercializado in natura ou em forma de polpa. Pode ser cultivada em larga escala,
tanto para a alimentagcdo humana, quanto para suplementacéo alimentar de animais.
Suas raizes e folhas também podem ser utilizadas como alimento, e a agua
armazenada nas raizes é utilizada na medicina popular (NADIA et al, 2007).

O consumo de frutos e produtos que apresentam em sua COmMpPOSICA0
substancias com atividade antioxidante, a exemplo dos carotendides, vitamina C e
flavondides, que os caracterizam como alimentos funcionais (LIMA, 2000). Ha
relatos que o fruto do umbuzeiro possuem de 9,61mg.100g~* a 31,26mg.100g™! de
vitamina C, além de carotenoides e compostos fendlicos. Estes fitoquimicos, com
reconhecida propriedade antioxidante, atuam retardando a velocidade da reacéo de
oxidagédo, através de um ou mais mecanismos, tais como inibi¢cdo de radicais livres e
complexacdo de metais, e estdo relacionadas a prevencao de doencas crénicas nao
transmissiveis. No entanto, o umbu ainda ndo esta devidamente caracterizado no
gue se refere aos parametros quimicos e, em especial, ao seu potencial antioxidante
(MELO & ANDRADE, 2010).

O umbuzeiro é utilizado pelo sertanejo como uma das principais fontes
econdmica e alimentar durante seu periodo de frutificacdo. Além disso, seus frutos
apresentam boas caracteristicas para industrializacdo na forma de sucos, néctares e
geléias. Alguns autores ainda a atribuem certas propriedades medicinais, como a
utilizacdo da casca e xilopodios para o controle de diarréias, verminoses e
escorbuto. Além disso, algumas pessoas utilizam o liquido extraido do xilopodios no
tratamento do mal de Chagas (SILVA et al., 2008).

As caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos sdo de grande importancia
para sua comercializacdo e manuseio. A aparéncia externa dos frutos, tais como,
tamanho, consisténcia, espessura, forma e coloragdo da casca sao fatores
importantes para a aceitabilidade pelos consumidores. O fruto do umbuzeiro
apresenta casca amarelo esverdeada e polpa branco-esverdeada, pesando cerca de
15¢, distribuido em epicarpo (12,80%), mesocarpo (76,80%) e endocarpo (10,40%),



e o tamanho do fruto pode variar de 2,85 a 4,96 cm de comprimento e 2,64 a 4,91
cm de largura. Para a caracterizacdo quimica, a acidez e os sélidos soluveis séo as
variaveis que mais interessam a industria de processamento de frutos. O teor de
sélidos soluveis totais, expresso em Brix, € uma medida indireta do teor de
acucares do fruto. O umbu possui pH acido (2,45) e razoavel teor de sdlidos soluveis
totais (10,0 Brix) (COSTA et al., 2004).

Castro et al. (1947), analisando a potencialidade dos produtos provenientes
da flora nativa dos sertdes do Nordeste, afirmaram que tanto o fruto como a raiz do
imbuzeiro séo ricos em vitamina C (acido ascoérbico) e sais minerais (CAVALCANTI
et al., 2000).

No entanto, pouco se sabe sobre a composi¢cdo da semente que contém oleo,
proteina e alguns minerais e deve ser melhor investigada com o objetivo de fazer
uso desta matéria-prima, que normalmente é descartada, para enriquecer alimentos
ou como uma fonte de 6leo comestivel, proporcionando, assim, uma alternativa de
renda para 0s pequenos agricultores e contribuindo para o desenvolvimento
agroindustrial da regido Nordeste, bem como a reducao poluicdo ambiental (VILELA
et al., 2007).

Na literatura foi encontrado apenas um relato sobre a composi¢do quimica
das sementes do umbu. Desta forma, foram realizadas analises fisicas e quimicas
das sementes de duas cultivares em dois estadios de maturacéo e seus perfis de
acidos graxos e minerais determinado. Os resultados ndo mostraram diferencas
entre as sementes analisadas. O rendimento foi de cerca de 10% e as dimensdes
da seguinte forma: comprimento 1,48-2,11 cm e largura 0,76-1,16 cm. O teor médio
de lipidios foi de 55%, dos quais 69% foram insaturados e o teor médio de proteina
foi de 24%. As sementes foram uma boa fonte dos seguintes minerais: P, K, Mg, Fe
e Cu. Os resultados totais indicaram que o 6leo das sementes pode ser utilizado
para produtos alimenticios visto que nao foram encontrados agentes téxicos
(BORGES et al., 2007).

1.2 CLASSIFICACAO BOTANICA DE SPONDIAS TUBEROSA

¢ Reino: Plantae

* Divisdo: Magnoliophyta



* Classe: Magnoliopsida
» Ordem: Sapindales

» Familia: Anacardiaceae
* Género: Spondias

» Espécie: Spondias tuberosa Arr. Cam.

1.3 CARACTERISTICAS GERAIS DE S. TUBEROSA

O umbuzeiro pode alcancar mais de 7 m de altura com copa medindo até 22
m de didametro. O tronco é atrofiado e retorcido com diametro de 0,3 a 1,4 m. As
flores sdo brancas, agrupadas, perfumadas, com néctar, que é retirado pelas
abelhas para se alimentarem. Os frutos sdo arredondados, de casca lisa ou com
pélos, com peso variando de 5,5 a 13 g, sendo que deste peso 22% é constituido
por casca, 68% de polpa e 10% pelo caroco. As raizes sdo compostas de érgaos de
reservas denominados xilopédios, tuberas ou "batata” (BARRETO L. S & CASTRO
M. S., 2010).

Considerando que uma planta adulta produz em média 15 mil frutos por ano,
a producdo de um umbuzeiro alcanca, em média, 300 kg de frutos/safra (BARRETO
L. S & CASTRO M. S., 2010).

Figura 3 Espécie Spondias tuberosa (1- Arvore, 2- Flores, 3- Fruto e 4- Sementes).

Fonte: www.colecionandofrutas.org; www.cnip.org.br



Vale ressaltar que ndo existem relatos na literatura sobre estudo fitoquimico
das sementes do umbu sendo estas muitas vezes, descartadas visto que poderiam
ser utilizadas como aproveitamento de residuos industriais afim de minimizar o
desperdicio de alimentos tornando-se benéfica ao homem e ao meio ambiente.
Assim torna-se necessario realizar estudos quimicos mais aprofundados da espécie

Spondias tuberosas.

2 OBJETIVO GERAL
O objetivo desse trabalho consistiu em realizar o estudo quimico e avaliar as
atividades biolégicas dos extratos, fases e substancias puras das sementes da

espécie S. tuberoso, da familia Anacardiaceae.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar um estudo quimico das sementes da espécie S. tuberosa, coletada

no Estado da Bahia;

* Avaliar a atividade antioxidante dos extratos das sementes de S. tuberosa,
através do teste com o radical estavel DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e
teste de inibicdo da auto-oxidacao do B-caroteno;

* Avaliar a atividade citotoxica dos extratos das sementes de S. tuberosa,
através do bioensaio de letalidade em Artemia salina;

 Determinar as estruturas das substancias atravées de métodos
espectroscopicos;

» ldentificar substancias responsaveis pelas atividades demonstradas nos

testes bioldgicos realizados nos extratos.

3 EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS E METODOS

Para moagem das sementes de Spondias tuberosa foi utilizado moinho de

facas Thomas Wiley Laboratory Mill-Model4.



As colunas cromatograficas (CC) empregadas para isolamento dos
constituintes quimicos foram escolhidas com base na massa das amostras a ser
submetida ao processo de separacdo. Para as CC em adsorcédo em silica gel foram
utilizadas silica gel 60 (63-200 pm) e silica gel Flash (40-63 ym) ambas de
procedéncia da Acros Organics. Para CC em permeagdo em gel utilizou-se
Sephadex LH-20 da marca Pharmacia. Todas as fracdes obtidas das CC realizadas,
tanto da fase cloroférmica quanto da fase acetato de etila das sementes de
Spondias tuberosa Arr. Cam., foram coletadas em baldes de 250 mL, com excec¢éo
das fragOes coletadas das colunas em Sephadex, que foram utilizados frascos de
vidro com aproximadamente 10 mL. Todas as fragdes foram monitoradas por CCDC,
agrupadas quando necessario (ex. semelhanca de Rf) e concentradas sob presséo
reduzida em evaporador rotativo, transferidas para recipientes previamente tarados.

Nas CCDC foram utilizadas placas pré-preparadas de gel de silica 60 F254 da
Merck. As placas de CCDC foram reveladas com luz UV (254/365 nm).

Nas CCDP foram utilizadas placas de gel de silica 60 F254 de 1 mm de
espessura da Merck, e placas cromatograficas de alta resolucéo de gel de silica
fluorescente a 254 nm de 200 ym de espessura da Whatman.

As placas foram reveladas com luz UV A 254 e 365 nm (Spectroline — Model
CM-10, Fluorescence Analysis Cabinet) ou/e vapores de iodo.

As amostras obtidas de cada coluna foram evaporadas sob pressao reduzida
em evaporador rotativo da marca Buchi 461 (50 °C, = 120 rpm).

Os solventes utilizados na CC foram de grau analitico da marca Quemis® para
cloroférmio, metanol, acetato de etila e hexano.

Para as medidas de absorbancia para mensurar atividade antioxidante foi
utilizado o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), acido linolénico da marca
Sigma Aldrich, enquanto o BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) da Acros Organics. As
medidas de absorcdo foram feitas usando-se espectrofotometro UV-Vis VARIAN,
modelo Cary 50.

O reagente de Liebermann-Burchard foi preparado misturando 10 mL de
acido sulfarico concentrado e 10 mL de anidrido acético, posteriormente essa
mistura foi cuidadosamente adicionada a 50 mL de etanol resfriado em banho de
gelo. Este reagente foi utilizado borrifando-se as placas e posteriormente aquecido-

as em placa de aquecimento até100 °C.
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3.1.1 Transesterificagdo da mistura dos triacilglicerideos obtidos

A reacao de hidroélise dos triacilglicerideos foi realizada utilizando refluxo em
solucéo EtOH/KOH (100 ml/300 mg) por 2 horas. A mistura reacional foi concentrada
em cerca de 80% utilizando evaporador rotativo. Foram adicionados 20 mL de H20
e realizada trés extracbes com CHCIs (50 mL, cada), para remocao de
insaponificaveis. A fase aquosa alcalina foi tratada com HClcon € feito trés extracdes
com CHCI3 (100 mL, cada) obtendo-se os acidos graxos livres. Logo, a formagao dos
ésteres derivados do acido graxo livre foi realizada utilizando os &cidos graxos em
MeOH na proporcdo de 40 mg:35 mL. Seguida de adigcdo de H2SO4 (0,75 mL) e
levada ao refluxo por 2 horas. No termino da reacédo, ao resfriar a temperatura
ambiente, foram adicionadas 20 mL de solucdo saturada de NaCl seguida de trés
extracbes com CHCI3 (50 mL, cada). O produto extraido com CHCIs foi filtrado em
Na2S04 anidro e concentrado em evaporador rotativo sob baixa pressédo. Todas as
etapas foram analisadas por CCDC. Apos estes procedimentos, os ésteres metilicos

(20 mg) foram obtidos com rendimento de 50%.

3.1.2 Reacdao de esterificagdo dos acidos graxos livres isolados

A obtencao dos ésteres derivados de acidos graxos foi realizada utilizando os
acidos graxos em MeOH na proporcdo de 7,5 mg:30 mL. Seguida de adicdo de
H2SO4 (0,5 mL) e levada ao refluxo por 2 horas. No término da reacéo, ao resfriar a
temperatura ambiente, foram adicionadas 20 mL de solugdo saturada de NacCl
seguida de trés extracdes com CHCIs (50 mL, cada). O produto extraido com CHCI3
foi filtrado em Na2SO4 anidro e concentrado em evaporador rotativo sob baixa
pressdo. Todas as etapas foram analisadas por CCDC. Apo0s estes procedimentos,
os ésteres metilicos (4,2 mg) foram obtidos com rendimento de 56%.

3.2 ANALISES ESPECTROSCOPICAS

3.2.1 Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de Ressonancia Magnética Nuclear foram realizadas em

equipamento de RMN da Central Analitica da Universidade de Sao Paulo (USP) da
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marca Bruker operando em 300 MHz para 'H e os espectos de correlacédo H e 13C
(2-D) HMQC e HMBC foram gerados em espectrometro Bruker DPX300 e DPX500
operando a 300 e 500 MHz para 'H e 75 e 125 MHz para 3C, respectivamente.
Utilizou-se CDCls e DMSO-d® como solventes deuterados com grau de pureza
superior a 99,8% das marcas Aldrich®. Os sinais dos espectros foram registrados
com base nos sinais do solvente empregado em relagao ao TMS.

3.2.2 Espectroscopia no Infravermelho (IV)

Os espectros no IV foram registrados em equipamento Shimadzu, modelo IR
Affinity — 1, Fourier Transform Infrared Spectrophotometer, instalado no Instituto de
Quimica (IQ) da Universidade Federal da Bahia (UFBA). As amostras foram
submetidas a analise em pastilha de KBr. Antes das medidas, uma pastilha contendo
s6 o KBr foi preparada e utilizada para calibrar (zerar) o equipamento, garantindo
gualidade, em alguns casos, na obtencéo dos espectros.

3.2.3 Espectroscopia no Ultravioleta/Visivel (UV/Vis)

Os espectros no UV/Vis foram obtidos em Espectrofotometro Varian — Cary
50 Conc UV — Visible Spectrophotometer instalado no Instituto de Quimica (IQ) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). As amostras foram analisadas em cubetas
de quartzo da Varian no modo scan com varredura de 900 a 200 nm. Para as
leituras das absorbancias das amostras durante os testes de atividades
antioxidantes DPPH e inibicdo da auto-oxidacao B-caroteno/acido linolénico foram
utilizados comprimentos de onda maximo em 517 e 470 nm, respectivamente. As

analises foram feitas em cubetas de poliestireno da Kartell S. P. A.

3.3 ANALISES POR CROMATOGRAFIA GASOSA E ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

As analises por CG-EM foram realizadas na Universidade Federal da Bahia
(Campos Anisio Teixeira, Vitéria da conquista), em aparelho QP2010SE (GC2010
Plus) da marca Shimadzu, usando coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS (difenil
dimetil polisiloxano) de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno,
espessura do filme de 0,25 um e hélio como géas de arraste.
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A temperatura do injetor foi de 290 T com temperat ura inicial de 50 € por 1
min, aumentando de 50 € a 180 € na razéo de 15 € /min e de 180 T a 230T na
razao de 7C/min e de 230 € a 250C narazédo de 1 5T/min, permanecendo nessa
temperatura por 10 min. Em seguida, a temperatura passou de 250 T para 285 C
na razao de 4 °C/min. A temperatura final permaneceu em 285 T por 40 minutos. A
temperatura do detector foi de 290 C e a temperatu ra na interface do sistema CG-
EM foi de 290 €. O detector de massas operou com ionizacdo por impacto de
elétrons (70 eV) e varredura de massas entre o intervalo de 35 a 1000 Da.

A identificagdo dos compostos foi realizada por meio da comparacdo dos
espectros de massas das amostras, com aqueles existentes no banco de dados do
aparelho (NIST 08, FFNSC1.3 e WILEY8).

3.4 MATERIAL PARA EXTRACAO

Os frutos de Spondias tuberosa (umbu) foram adquiridos em feira livre de
Salvador em abril de 2012. O fruto foi despolpado manualmente e as sementes
foram armazenadas em sacos de polietilieno em temperatura ambiente.

Apds o despolpamento, o material vegetal (sementes de Spondias tuberosa)
foi submetido a secagem em estufa a 40C com ventil acdo por 48 horas, moido e
submetido & maceracdo, por 48 horas, duas vezes consecutivas em hexano e
posteriormente em metanol. O extrato metandlico bruto (massa = 9,0845 g) obtido
apOs concentracdo em evaporador rotatério foi particionado com solventes de
diferentes polaridades (cloroférmio e acetato de etila). O extrato hexanico bruto
(9,8119), obtido apds concentragdo em evaporador rotatorio, foi armazenado em um
freezer (-5C) sem aditivo quimico e posteriormente submetido a reacdo de hidrolise

alcalina seguido de esterificacéo para obtencdes de ésteres metilicos.

3.4.1 Particdo do extrato metandlico de S. tuberosa

O extrato metanolico bruto da semente de S. tuberosa foi submetido a
extracao liquido-liquido, sendo solubilizado em MeOH/H20 6:4 e extraido com CHCIs
(10x de 30ml) que foi pesado apos a completa evaporagdo do CHCIs obtendo uma
massa de 2,5797g da fracdo cloroférmica. A fase hidroalcoodlica da particdo com
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CHCIs foi submetida a evaporacgéo sob pressao reduzida para eliminacdo de excesso
de MeOH e em seguida extraida com acetato de etila (10x de 30mL) que foi pesado
apos a completa evaporacédo do acetato de etila obtendo uma massa = 0,5181 g da
fracdo ACOEt. A fase aquosa foi evaporada para retirar excesso de acetato de etila.
No final do processo de particdo, obtiveram-se duas fases de polaridades diferentes
(fase cloroférmica e fase acetato de etila), as quais foram fracionadas em CC

(Esquema 1).

Sementes secas e moidas
(307,0q)

<—— Hexano

Maceracéo por 48 hs

Extrato hexanico Residuo sdlido

(9,81q)

<«—— Metanol

Maceracao por 48 hs

Extrato metandlico
(9,08 g)

MeOH/H,0 ——>
CHCl3 ——=

Fase cloroférmica Fase hidrometandlica
(2,58 g)

«— Acetato de etila

Fase acetato de etila
(0,52g)

Esquema 1 Obtencéo dos extratos e fases das sementes de S. tuberosa.

3.5 TESTES BIOLOGICOS

3.5.1 Teste de letalidade contra Artemia salina
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A partir de 1982, iniciou-se o emprego de Artemia salina no monitoramento de
extratos de plantas ou substancias puras, com vistas a deteccdo da presenca de
compostos citotoxicos (MEYER, 1982).

Quando colocadas em solucdo salina, em 24-48 horas, 0s ovos eclodem
dando origem a um grande namero de larvas (nauplios). Atualmente este organismo
pode ser considerado como um indicador confiavel quanto a toxicidade de
substancias que se encontram nos extratos organicos testados ou substancias
puras. Esta consideracdo encontra-se fundamentada em estudos de bioensaios
comparativos, com diversas substancias reconhecidamente citotoxicas, entre o teste
de letalidade do camardo e testes in vitro efetuados com linhagens de células
cancerigenas (ANDERSON, 1991).

Para a realizagdo do bioensaio contra A. salina, foi utilizada a metodologia
proposta por Meyer (MEYER et al, 1982), com modificacdes.

Em um aquario de vidro com uma diviséria escura, contendo pequenas
aberturas (para migracéo das larvas), os cistos de A. salina (500 mg) do fabricante
Miramar, adquiridos no AQUARIUS FISHES (Shopping lItaigara), foram incubados
em solucdo marinha artificial (13,39 g de sal marinho: 3,5 L de agua mineral), sob
iluminacao artificial (lampada de 60w), temperatura ambiente de 28°C e estado de
saturacao de oxigénio conseguido através de uma bomba de ar conectada ao fundo
do aquario. O aquario foi recoberto com papel aluminio deixando-se um pequeno
espaco para penetracdo da iluminacdo. Como as larvas (nauplios) tém afinidade
pela luz, ou seja, apresentam fototropismo positivo, foi possivel separa-las dos cistos
de forma manual através do uso de becker.

Os extratos obtidos e as fases adquiridas das particdes foram testados contra
A. salina, preparando-se uma solucdo estoque de 30 mL na concentracdo de 1
mg/mL de cada fase e extrato, separadamente, em solucdo marinha artificial. A
solucéo estoque foi diluida para obter sete concentragdes finais (25, 50, 75, 100,
150, 200 e 250 upg/mL). Para facilitar a diluicdo das fases e extratos em solugéao
salina, fez-se necessario a utlizacdo de DMSO:EtOH (2:3; gota/gota). As
concentragbes foram testadas em triplicata em frascos de penicilina, sendo
adicionado 10 nauplios a cada frasco, contendo 5 mL de solucdo analise. A

contagem dos nauplios vivos e mortos foi realizada ap0s o periodo de 24 horas
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incubadas na auséncia de luz. Os valores da CLso foram obtidos através do método
Probit de andlise, com limite de confianca de 95% (FINNEY, 1971).

Os critérios de classificacdo da toxicidade com base nos niveis de CLso em A.
salina foram os mesmos estabelecidos por Dolabela (DOLABELA, 1997), a saber:
altamente toxico (CLso < 100 pg/mL), moderadamente toxico (entre 100 pg/mL e
1000 pg/mL) e com baixa toxicidade ou nao toxico (CLso > 900 pg/mL).

Figura 4 Nauplios de Artemia salina.

Fonte: http://biologiaacontecendo.blogspot.com.br/artemia-salina.html

3.5.2 Teste do sequestro do radical livre DPPH

Este teste avalia a habilidade da substancia testada de sequestrar o radical
DPPH e est4 baseado no descoramento de uma solucdo composta pelo radical
estavel, de cor violeta, quando da adicdo de substancias que podem ceder um
atomo de hidrogénio (BRAND-WILLIANS et al., 1995). A capacidade de sequestro
do radical DPPH pela amostra € determinada pela habilidade de transferéncia de
hidrogénio para o radical livre estdvel DPPH. Este método pode ser utilizado para
avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou de um extrato em um
curto periodo de tempo. Portanto, este método tem sido uma ferramenta util para
avaliar a capacidade antioxidante de frutos (BORGUINI, 2006).

Segundo Leon e Shui (PRADO, 2009) os modelos como DPPH séo praticos e
recomendados para a avaliagdo da capacidade antioxidante total de frutas, visto que
0 sequestro de radicais € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a acéo
dos antioxidantes. Assim, na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron a
intensidade de absorgdo diminui e a solucdo com o radical perde cor, tornando-se
amarela, ou seja, quando o elétron desemparelhado do 4tomo de nitrogénio recebe
um atomo de hidrogénio proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a mudanca

de cor. Entre os métodos quimicos aplicados para determinar a capacidade
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antioxidante de um composto em capturar radicais livres, o método DPPH é um dos
mais utilizados por ser considerado rapido, pratico e estavel.

A mistura de reacao foi constituida da adicdo de 0,1 mL da substancia teste e
3,0 mL da solugdo do radical DPPH em metanol (40 ug/mL). As leituras das
absorbancias foram realizadas em triplicata, em espectrofotometro a 517 nm,
imediatamente e apds 30 min de incubacdo a temperatura ambiente e protegida da
luz. O &cido galico, utilizado como padrao, e a substancia teste foram avaliados em
concentracOes diferentes.

O percentual de decréscimo na absorbancia foi medido para cada
concentragdo e a capacidade de sequestrar radicais foi calculada com base no
decréscimo da absorbancia observada. A capacidade de sequestrar radical livre foi
expressa como percentual de sequestro de radical (% SRL) e calculado conforme
formula abaixo:

% SRL = (Abs. Controle — Abs. Amostra) / Abs. (Controle) X 100

Onde Abs. Controle é a absorbancia da solucdo de DPPH e Abs. Amostra é a
absorbancia da amostra em solucédo. O % SRL foi calculado com base na diferenca

da absorbancia da solugéo de amostra em teste com seu branco (controle).

L ;
N—N
U NOy NO, + AH —

2,2-difenil-1-picril-hidrazila 2,2-difenil-1-picril-hidrazina

+ A

Figura 5 Reacdo genérica entre o radical livre DPPH e um antioxidante.

Fonte: Reynertson, K. A. Dissertacéo, New York, 2007

3.5.3 Teste da inibicdo da auto-oxidac&o do B-caroteno

O sistema [(-caroteno/acido linolénico, que consiste da descoloracédo
(oxidacéo) do B-caroteno induzida pelos produtos da degradacédo oxidativa do acido
linolénico, estima a habilidade relativa de compostos antioxidantes presentes em
extratos de plantas de sequestrar o radical peréxido do &cido linolénico (LOOe), que

oxida o B-caroteno presente na emulsdo. O método € amplamente utilizado para a
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avaliacdo da atividade antioxidante de matrizes alimentares. Como ndo ocorre a
altas temperaturas, permite a determinacdo do poder antioxidante de compostos
termolabeis e a avaliacdo qualitativa da eficacia antioxidante de extratos vegetais
(BORGUINI, 2006).

O meétodo de auto-oxidagdo do B-caroteno/acido linolénico avalia a atividade
de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidagéo do acido linolénico. Por
0 sistema ser constituido por uma emulsdo (sistema aquoso-lipidico), a atividade
antioxidante testa a capacidade do extrato ou antioxidante isolado inibir o processo
de oxidacdo do sistema avaliado pelo tempo em que os antioxidantes dever&o
apresentar estabilidade para garantir maior atividade antioxidante. A habilidade em
inibir a oxidagéo de substratos lipidicos em testes in vitro é resultado da combinagéo
de varios fatores como temperatura, presenca de oxigénio em condi¢cdes que
acelerem a reacéo de oxidacdo (PRADO, 2009).

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada segundo o método
espectrofotométrico (470 nm) originalmente descrito por Marco (1968) e modificado
por Miller (1971). Foi preparada uma mistura, com 1,0 mL de solucéo de [-caroteno
(2 mg/mL em CHCI3), 20 mg de &cido linoléico, 200 mg de Tween 80® que é
utilizado como emulsificante e ajuda a dissolver completamente a mistura (-
caroteno/acido linolénico em cloroformio. Posteriormente a mistura foi submetida a
completa evaporacao do cloroférmio e entdo adicionados 100 mL de agua destilada
mantida sob atmosfera de oxigénio (30 minutos), e a absorbancia inicial foi ajustada
numa faixa de 0,6 a 0,7 (DURTE-ALMEIDA et al., 2006) . Em cubetas contendo 100
ML da substancia teste (100, 150, 200, 250 e 500 pg/mL), foram adicionados 2,7 mL
da emulsdo preparada, sendo a reacdo acompanhada por espectrofotometria no
visivel em A = 470 nm, com leitura imediata e em intervalos de 20 minutos durante 1
h e apos 2 h. As cubetas foram mantidas em banho a 50C e as leituras realizadas
em triplicata, utilizando-se o BHT como antioxidante padrdo, acompanhadas por
controle sem adicdo de substancia teste. A atividade antioxidante foi expressa em
percentual de inibicdo da oxidacdo através do decaimento da absorbancia, medido
em relacao ao controle.

% 1 =100 [1 - (Ao — At) / (Ao % — At 9)]
Onde:

Ao = Absorbancia inicial da amostra
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At = Absorbancia final da amostra
Ao © = Absorbancia inicial do controle

At ° = Absorbancia final do controle

CHs
CHs CHs CHs cH
WW\ ’
CHs CHs CH
CHs

3

B-caroteno

/ / / COOH

Acido linolénico

Figura 6 Estruturas quimicas do B-caroteno e do Acido linolénico.

3.6 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

Apenas as fases em AcOEt e CHCI3 foram submetidas a CC e analisadas por
CCDC, sendo reveladas sob luz ultravioleta (254 e 365 nm) e submetidas a
exposicdo a vapores de iodo e/ou reagente de Liebermann-Burchard de modo a
estabelecer o melhor sistema de elui¢cdo das CC.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimento dos extratos e fases

O rendimento dos extratos obtidos foi calculado a partir da massa do material
inicialmente utilizado (307 g). Na tabela 1 encontram-se os rendimentos para 0S

extratos hexanico e metandlico obtidos.

Tabela 1- Rendimento dos extratos obtidos das sementes de S. tuberosa

Extrato Massa (g) Rendimento (%)

Extrato hexano 9,81 3,20

Extrato metandlico 9,08 2,96
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Os rendimentos das fases obtidos foram calculados a partir da massa do
extrato metandlico bruto (9,084 g). Na tabela 2 encontram-se os rendimentos para as

fases cloroformica, acetato de etila obtidos no final do processo de particéo.

Tabela 2- Rendimento das fases obtidas das sementes de S. tuberosa

Fase Massa (g) Rendimento (%)
Fase cloroférmica 2,40 26,32
Fase acetato de etila 0,52 5,64

4.2 ISOLAMENTOS DAS FASES E EXTRATO

4.2.1 Isolamento dos triglicerideos do extrato hexanico

A partir do extrato hexanico foi obtido um 6leo o qual foi submetido a analise
de CCDC. Andlise por RMN de 'H e 13C do EHSU (extrato hexanico da semente do
umbu) foi suficiente para determinar com clareza que se tratava de uma mistura de

triglicerideos.

4.2.2 Isolamento dos constituintes da fase cloroférmica

A fase cloroférmica (FCSU) da extracdo hidroalcodlica das sementes de S.
tuberosa (2,3897 g), obtida da extracdo liquido-liquido do extrato metandlico bruto,
foi submetido a analise em CCDC, ao qual foi revelada sob luz ultravioleta (I = 254 e
365 nm) de modo a escolher os melhores sistemas de solventes. Em seguida a fase
cloroformica foi submetida a CC sob silica gel 60. A coluna foi empacotada com
cloroférmio e eluida em cloroférmio e misturas binarias cloroformio:acetato de etila
em gradiente de polaridade crescente. A CC da fase cloroférmica das sementes de
S. tuberosa resultou em trinta e cinco fracdes. Andlise das fracbes por CCDC
permitiu agrupar as semelhantes (Rr), restando no final, seis fracdes majoritarias
(Tabela 3).
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Tabela 3- Fracdes obtidas CC da FCSU

Sistema de solvente

Fracdo (CHCls :AcOEY) Massa (mg)
FCSU 1.0 (1) 100 903,3
FCSU 2.0 (2-9) 100 49,1
FCSU 3.0 (10-22) 100 107,4
FCSU 4.0 (23-24) (95:05) 123,7
FCSU 5.0 (25-28) (90:10) 145,2
FCSU 6.0 (29-35) AcOEt: CHCl; (80:20)(1:1) 590,0

A fracdo FCSU 3.0 (10-21) (104,7 mg) (Tabela 9) foi submetida a CC sob gel
Flash, empacotada com hexano, eluida com hexano e misturas binarias de solventes
constituido de hexano:acetato de etila. A CC da fracdo FCSU 3.0 (10-21) resultou
em outras 32 fracdes. Andlise das destas fracdes por CCDC permitiu agrupar as

semelhantes restando no final, doze fracées majoritérias (Tabela 4).

Tabela 4- Fracdes obtidas da CC da subfracdo FCSU 3.0 (10-21).

Sistema
Fracao Massa (mg)
(Hex:AcOEt)

FCSU 3.1 (1) 100 9,7
FCSU 3.2 (2-4) (90:10) 24,9
FCSU 3.3 (5-7) (90:10) 17,4
FCSU 3.4 (8-11) (90:10) 8,4

FCSU 3.5 (12-14) (90:10) 4,9
FCSU 3.6 (15-17) (90:10) 3,0
FCSU 3.7 (18-26) (90:10) 5,7
FCSU 3.8 (27-28) (70:30) 10,0

FCSU 3.9 (29) AcOEt 16,0
FCSU 3.10 (30) AcOEt 14,5
FCSU 3.11 (31) AcOEt 2,7

FCSU 3.12 (32) MeOH 12,3
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A partir do fracionamento da subfracdo FCSU 3.0 (10-21), foi possivel isolar a
substancia designada como FCSU 3.2 (2-4) na forma de cristais brancos sendo

positivo ao teste de Lieberman-Burchard.

”'
» " .
. P EY D i ms

Figura 7 CCDC das subfra¢cdes agrupadas de FCSU 3.0 (10-21).

A fracdo FCSU 4.0 (23-24) (123,7 mg) (Tabela 3) foi submetida a CC sob gel
Flash, empacotada com hexano, eluida com hexano e misturas binarias de solventes
constituido de hexano:acetato de etila. A CC da fracdo FCSU 4.0 (22-24) resultou
em outras 25 fragcdes. Analise das destas fragbes por CCDC permitiu agrupar as
semelhantes restando no final, nove fracées majoritarias (Tabela 5)

Tabela 5- Fracdes obtidas da CC da subfracdo FCSU 4.0 (22-24).

Sistema

Fracdo (Hex: ACOEY) Massa (mg)
FCSU 4.1 (1-4) (98:02) 1,1
FCSU 4.2 (5-6) (95:05) 3,0

FCSU 4.3 (7) (90:10) 1,2

FCSU 4.4 (8) (90:10) 4,8
FCSU 4.5 (9-13) (9:1)(8:2) 24,8
FCSU 4.6 (14-15) (7:3) 11,9
FCSU 4.7 (16-17) (7:3)(1:2) 13,8
FCSU 4.8 (18-20) (1:1) 17,5
FCSU 4.9 (21-25) (AcOEt) 17,5

A partir do fracionamento da subfracdo FCSU 4.0 (22-24), foi possivel isolar a

substancia designada como FCSU 4.5 (9-13) na forma de pasta branca.
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Fase CHCl;

(m=2,3897g)

CC gel de silica 60
CHCL, : I1eOH em polaridade crescente

35 fragoes

FcSUL(1) | | FesU2(29) | [FCsU3(10-22) | Fesu4(23-29) H FCSUS (25-28) || FCSU 6 (29-35) l

CC silica flash

Hex:AcOEt | FCSU 4.5
[m=24,8mg)

CC silica flash
He«:AcOEt

FCSU 3.2
[m=24,9meg)

Esquema 2 Fracionamento da fase CHCI; das sementes de S. tuberosa.

4.2.3 Isolamento dos constituintes da fase acetato de etila

A fase AcOEt (FASU) da extracdo hidroalcoodlica das sementes de S. tuberosa
(0,52 g), obtida da extragdo liquido-liquido do extrato metandlico bruto, foi submetida
a analise em CCDC e revelada sob luz ultravioleta (I = 254 e 365 nm) de modo a
escolher os melhores sistemas de solventes. Em seguida a fase acetato de etila foi
submetida a CC sob silica gel 60. A coluna foi empacotada com o sistema
cloroféormio:metanol (8:2) e eluida com um sistema isocratico cloroférmio:metanol
(80:20). A CC da fase acetato de etila das sementes de S. tuberosa resultou em 11
fracbes. Andlise das fracdes por CCDC permitiu agrupar as fracdes semelhantes

(Rf), restando no final 4 fragbes majoritarias (Tabela 6).

Tabela 6- Fracdes obtidas da CC do FASU.

~ Sistema
Fracdo (CHCls:MeOH) Massa (mg)
FASU 1 (1-2) (8:2) 23,9
FASU 2 (3) (8:2) 21,8
FCSU 3 (4-8) (8:2) 182,1

FCSU 4 (9-11) (8:2) 75,5
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A fracdo FASU 1 (1-2) foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) utilizando o sistema cloroformio:metanol 93:07. Na placa
preparativa foi aplicada 23,9 mg de amostra. As fracdes obtidas da CCDP foram
raspadas com auxilio de espatula de inox e filtradas em funil sinterizado utilizando
solventes puros ou em misturas apropriadas para recuperagdo das amostras eluidas
na placa, seguida de evaporacao sob pressédo do solvente em evaporador rotativo.
As amostras obtidas foram pesadas e codificadas. A partir da CCDP foi possivel

isolar a substancia designada como FASU 1.2 (massa = 5,7 mg).

Fase AcOEt
(m=0,52g)

CC gel de silica GO

CHCL : MeOH em polaridade crescente
11 fracoes
FASU1 FASU 2 FASU3 FASU 4
(1-2) (3) {(4-8) {(9-11)
cCcop
FASU 1.2 CHCI; : MeOH {93:07)

(m=5,7me)

Esquema 3 Fracionamento da fase AcOEt das sementes de S. tuberosa.

4.3 LETALIDADE CONTRA ARTEMIA SALINA

A atividade contra A. salina foi baseada na mortalidade dos nauplios em
presenca dos constituintes quimicos de cada fase diluida em meio salino. Apos a
incubacdo por 24 horas observou-se que um dos extratos de S. tuberosa possuia
atividade citotoxica frente A. salina. O extrato metandlico apresentou toxicidade com
uma ClLso 168,3 pg/mL. O extrato hexanico apresentou uma ClLso de 6259,8 pg/mL

sendo considerado atoxico nas concentracfes testadas. A fase cloroférmica obtida
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da particdo do extrato metanodlico também foi submetida ao teste apresentando
toxicidade com uma CLso 152,26 pg/mL.
Com excecao da fase hexanica, o extrato metanolico e fase cloroférmica se

mostraram moderadamente téxicos segundo Dolabela (DOLABELA, 1997).

4.4 TESTE DO SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE DPPH

Solugcbes metanodlicas do acido galico, do extrato metandlico e das fases
CHCIs e AcOEt foram diluidas em diferentes concentracdes, e as medidas das
absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da solu¢cdo da amostra ou do controle
positivo e 2,7 mL da solucéo estoque de DPPH na concentracdo de 40 ug/mL) foram
realizadas a 517 nm, no 1°e 30°minutos. Para o te ste em branco, foi utilizada 2,7
mL de solu¢do de DPPH e 0,3 mL MeOH.

Nas Tabelas 7, 8 e 9 encontram-se a capacidade de sequestrar radical livre
expressa como percentual de sequestro de radical livre (% SRL) do extrato

metandlico, fase cloroférmica, fase acetato de etila e acido galico (padrao).

Tabela 7- % SRL do extrato metanélico das sementes de S. tuberosa.

Concentracéo % SRL
mg/mL Acido Galico Extrato metandlico
0,10 94,95 3,18
0,15 95,05 9,70
0,20 95,11 9,74
0,25 95,17 15,23
0,5 95,20 39,01
1,0 95,37 65,18
15 95,49 80,19

2,0 95,49 87,32
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Figura 8 % SRL do extrato metandlico e acido galico.
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Em estudo realizado por Melo et al. (2006) com hortalicas, os extratos que

apresentaram atividade de sequestro do radical DPPH superior a 70% foram

considerados eficazes,

0s extratos que exibiram atividade entre 60-70%

apresentaram acdo moderada, e aqueles que apresentaram atividade inferior a 60%

foram considerados com fraca acdo antioxidante. Analisando os resultados da tabela

acima, verifica-se que o extrato metandlico apresentou uma atividade de sequestro

de radical DPPH eficaz somente a partir de 1,5 mg/mL.

Entretanto, a fase cloroférmica apresentou atividade inferior a 60% mesmo

em concentracdo superior a 1,5 mg/ml (Tabela 8), tendo entdo uma fraca acgéo

antioxidante em relacéo aos resultados mostrados pelo extrato metanalico.

Tabela 8- % SRL da fase cloroférmica das sementes de S. tuberosa.

Concentracéo % SRL
mg/mL Acido Galico Fase cloroférmica
0,5 93,49 5,49
1,0 93,58 15,76
15 93,67 24,75
2,0 93,75 31,09
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Figura 9 % SRL da fase cloroférmica e acido galico.

Mediante aos resultados apresentados na tabela 9, a fase acetato de etila
apresentou atividade de sequestro de radical DPPH eficaz a partir 200 pg/ml, ou
seja, em concentracdbes menores do que as concentracdes testadas pela fase
cloroférmica. Portanto, infere-se que a forte acdo antioxidante apresentada no
extrato metandlico deve-se a presenca de substancias antioxidantes presentes na
fase acetato de etila.

Tabela 9- % SRL da fase acetato de etila das sementes de S. tuberosa.

Concentracéo % SRL
png/mL Acido Galico Fase acetato de etila
100 94,66 36,08
150 94,70 51,03
200 94,81 66,05
250 94,88 72,03

500 94,90 74,87
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Figura 10 % SRL da fase acetato de etila e acido galico.

4.5 TESTE DA INIBICAO DA AUTO-OXIDACAO DO B-CAROTENO

Solu¢des metanodlicas do BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) e do extrato
metandlico, das fases cloroformica e acetato de etila, na concentracdo de 500
pug/mL, foram diluidas em quatro concentracdes diferentes (100, 150, 200 e 250
pMg/mL). As medidas das absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da solucao
da amostra ou do BHT e 2,7 mL da solucdo estoque do meio oxidante) foram
realizadas a 470 nm no 1° 20°% 40°% 60° minutos. P ara o teste em branco, foi
utilizada 2,7 mL de solucdo do meio oxidante e 0,3 mL MeOH.

Nas Tabelas 10 e 11, encontram-se as atividades antioxidantes expressas em
percentual de inibicdo da oxidacdo através do decaimento da absorbéancia, medidas
em relacdo ao controle do extrato metandlico, das fases CHCI3, AcOEt, e BHT

(padréo) no tempo 60'.

Tabela 10- %l do extrato metanélico das sementes de S. tuberosa.

Concentracéo % | (60min)
png/mL BHT Extrato metanolico
100 98,18 45,75
150 98,45 51,40
200 99,12 73,34
250 99,28 73,55

500 99,35 74,34
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Figura 11 % | do extrato metandlico e BHT.

Analisando os resultados do extrato metandlico, observa-se que as amostras
apresentaram elevado porcentual de inibicdo a partir da concentracao 200 pg/mL, ou
seja, atividade superior a 70% (MELO, 2006). De modo geral todas as amostras
reduziram em graus diferentes o descoramento do B-caroteno, protegendo assim o
sistema.

Avaliando os resultados da tabela 11, na fase acetato de etila as amostras
apresentaram elevada atividade em todas as concentracbes, enquanto a fase
cloroformica demonstrou elevado porcentual de inibicAo somente na concentracéo
500 pg/mL.

Tabela 11- %l das fases acetato de etila e cloroférmica das sementes de S. tuberosa.

Concentracao % | (60min)
Padrao Fase
pg/mL BHT CHCIs AcOEt
100 92,84 29,16 71,88
150 97,54 41,17 77.14
200 99,27 50,93 80,02
250 99,64 53,47 85,80

500 99,70 71,08 88,17
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Figura 12 % | das fases cloroférmica, acetato de etila e BHT.

4.6 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

As analises espectroscopicas foram realizadas com as substancias isoladas
do extrato hexanico, da fase cloroférmica e fase acetato de etila das sementes S.
tuberosa cujos dados referentes a cada uma encontra-se descritos a seguir.

4.6.1 ldentificacdo dos triglicerideos presentes em S. tuberosa

Nas plantas, os triacilglicerdis constituem uma importante reserva de energia
em frutas e sementes, visto que contem consideraveis quantidades de acidos graxos
insaturados, como oléico e linoléico. Os triacilglicerdis (TG) estédo presentes em
diversos 6leos vegetais e seus métodos de andlise tém atraido bastante atencéo nas
tltimas décadas.

Oleos vegetais sd0 componentes importantes de nossa dieta. Assim, suas

propriedades organolépticas, estabilidade oxidativa e influéncia no consumo humano
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sdo totalmente dependentes da composi¢éo do Oleo, e por esta razdo sua
caracterizacdo é muito importante (GUILLEN, 2003).

Oleos comestiveis sdo constituidos basicamente por triglicerideos com diferentes
padrées de substituicdo, comprimentos e graus de saturacdo das cadeias, e por outros
componentes minoritarios. Existem aqueles em que o grupo acil principal € o grupo
oléico, linoléico ou o linolénico em proporcao significativa.

Andlise do espectro de RMN de 3C de um éleo vegetal encontrado na
literatura (Figura 13) revela quatro regides bem distintas no espectro: & 173,3-172,8
ppm (A) regido dos carbonos carboxilicos; & 132,0-127,1 ppm (B), regido dos
carbonos olefinicos; 6 69,1-61,6 ppm, regido dos carbonos do glicerol (C) [C1 e C2];
e 0 34 ppm (D), onde estédo presentes os carbonos alifaticos saturados. Quando se
analisa a regido dos grupos carboxilicos, os substituintes nas posicoes 1 e 2 do
glicerol podem ser distinguidos, porque mostram intensidades diferentes (REDA,
2007).

Legenda:

A= grupos—COOR;

B = carbonos olefinicos;

C = carkonosdoglicerol (C, e C;);
D = carbonos alifaticossaturados

e |
| L

o H—E—o—g—na J

200190180170 160150140130 120110100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O

(REDA, 2007)

Figura 13 Espectro genérico de RMN *C de 6leos vegetais (REDA, 2007).

Dentre os deslocamentos quimicos mais caracteristicos dos triglicerideos,
destacam-se aqueles em & 34(C2) correspondentes aos grupos a-metilénicos em
relacdo a carboxila; os grupos CH: saturados encontram-se em & 24(C3), 6 31(w3) e
0 22(w2); os CH:2 alilicos adjacente a dupla ligacdo podem ser encontrados em & 27,
os CH: bis-alilicos, sdo observados em & 26,0-25,0; os carbonos -carbonilicos sé&o
observados em & 25 e as metilas podem ser observadas em & 14 (wl) (REDA,
2007).
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Figura 14 Representacdo genérica de um triglicerideo.

O espectro de RMN de !3C apresenta regido caracteristica dos sinais
olefinicos, isto é, em & 128 a & 131. Amostras contendo predominantemente acido
monoenoico apresentam dois picos largos em & 129,7 e & 129,9. A presenca de
sinais adicionais nas regifes de campo alto (aproximadamente & 127,9 e & 128,1)
indica a presenca de &cido graxo poliinsaturado (SHIAO, 1989).

Além disso, os deslocamentos quimicos associados ao carbono do glicerol
sdo Uteis para andlises quantitativas e qualitativas, especialmente os sinais do
glicerol-2 (glic-2). Sinais de carbono 2 do glicerol sdo registrados entre 68 e 75 ppm,
e os sinais dos carbonos 1 e 3 do glicerol, entre 61 e 66 ppm. Em moléculas
simétricas, os sinais do glic-1 e glic-3 sdo os mesmos, diferindo assim das moléculas
nao simétricas (GUNSTONE, 2007).

O espectro de RMN de 'H de 6leos vegetais comuns apresenta no minimo
nove sinais de intensidade significante, e em alguns casos 10; estes sinais séo
devido aos hidrogénios dos principais componentes, os triglicerideos (Tabela 12)
(GUILLENP, 2003).

Tabela 12- Sinais de RNM de 'H de amostras de 6leos vegetais.

Sinal Deslocamento quimico (ppm) Grupo funcional
1 0,83-0,93 -(CHs) (grupo acil saturado, oléico e linoéico
2 0,93-1,03 -(CHs) (grupo acil linolénico)
3 1,22-1,42 -(CH2)n (grupo acil)
4 1,52-1,70 -OCO-CH3-CH2- (grupo acil)
5 1,94-2,14 -CH,-CH=CH- (grupo acil)
6 2,23-2,36 -OCO-CH:- (grupo acil)
7 2,70-2,84 =HC-CH>-CH- (grupo acil)
8 4,10-4,32 -CH>OCOR (grupo gliceril)
9 5,20-5,26 >CHOCOR (grupo gliceril)
10 5,26-5,40 -CH=CH- (grupo acil)
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Assim, como pode ser observado na Tabela 12 e Figura 15 (paginas 31 e 33),
os sinais referentes aos hidrogénios metilicos (-CHs) de grupos acil saturados, oléico
e linoléico fornecem o sinal 1 entre 0,83 e 0,93 ppm. O sinal 3 € causado por
hidrogénios metilénicos na posicao B as ligacdes duplas ou y ao grupo carbonil (-
(CH2)n-). Os deslocamentos quimicos desses sinais dos hidrogénios metilénicos
estdo entre 1,22 e 1,42 ppm. Em estudos anteriores usando grupos acil palmitico,
oléico, linoléico e linolénico como padrdes, os sinais e deslocamentos quimicos
obtidos dos hidrogénios metilénicos foram o0s seguintes: acido palmitico, um Unico
sinal em 1,19 ppm; &cido oléico, um unico sinal em 1,23 ppm; e acidos linoléico e
linolénico, um sinal de mesmo deslocamento quimico (1,28 ppm) em ambos 0s
casos.

Os sinais dos hidrogénios metilénicos B-carbonilicos (-OCO-CH2-CHz2-)
aparecem entre 1,52 e 1,70 ppm (sinal 4). O sinal 5 (entre 1,94 e 2,14 ppm) no
espectro de RMN de *H é devido aos hidrogénios a-metilénicos em relacéo a dupla
ligagdo (-CH2-CH=CH-), também chamados de hidrogénios alilicos. Sinal 6 & devido
aos hidrogénios metilénicos na posicao a em relacdo ao grupo carbonilico (-OCO-
CH2-) e aparece entre 2,23 e 2,36 ppm. O sinal 7 é devido aos hidrogénios
metilénicos na posicdo a em relagdo a duas ligagbes duplas (=CH-CH2-CH=),
também chamados de hidrogénios bis-alilicos, e aparece entre 2,70 e 2,84 ppm; este
sinal é devido aos grupos acil linoléico e linolénico. Tendo em vista que o acido
oléico € monoinsaturado ndo h& presenca desses sinais.

Sinal 8, em 4,10-4,32 ppm, € devido aos hidrogénios dos carbonos 1 e 3 do
grupo glicerol (-CH20COR), enquanto sinal 9, em 5,20-5,26 ppm, é devido ao
hidrogénio ligado ao carbono 2 do mesmo grupo glicerol (>CHOCOR). Este ultimo
sinal se sobrepde ligeiramente com sinal 10, em 5,26-5,40 ppm, referente aos
hidrogénios olefinicos (-CH=CH-) dos diferentes grupos acil (GUILLEN?, 2003).

A partir do extrato hexanico bruto (9,811 g) obtido das sementes de Spondias
tuberosa (EHSU) foi possivel isolar uma mistura de triglicerideos.

A composicdo quimica majoritaria do EHSU (Extrato hexanico da semente do
umbu) foi confirmada comparando os espectros de RMN de 3C e 'H de 6leos

vegetais com 0s espectros obtidos para o extrato.
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Figura 15 Espectro genérico de RMN *H de 6leos vegetais (GUILLEN?, 2003).

Andlise detalhada do espectro de RMN 'H da amostra EHSU (Figura 16,
pagina 33; Tabela 13, pagina 36) permitiu concluir que se trata de uma mistura de
triacilglicerideos devido a presenca de seus sinais caracteristicos. O tripleto em 0,88
ppm referente aos hidrogénios metilicos; sinal em 1,27 ppm referente aos
hidrogénios dos grupos metilénicos (B-olefinicos ou y-carbonilicos); sinal em 1,60
ppm referente aos hidrogénios metilénicos B-carbonilicos; sinal em 2,03 ppm,
referente aos hidrogénios alilicos; sinal em 2,31 ppm referente aos hidrogénios
metilénicos a-carbonilicos; sinal em 2,77 ppm correspondente aos hidrogénios bis-
alilicos; sinal em 4,22 ppm corespondente aos hidrogénios ligados aos carbonos do
glicerol (C1 e C3); sinal em 5,26 ppm corespondente ao hidrogénio ligado ao

carbono 2 do glicerol; e o sinal em 5,35 ppm correspondente aos hidrogénios

olefinicos.

A i L_JJL‘* IQILJ \_J

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

7.5 zo 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
1 (ppm)

Figura 16 Espectro de RMN de 'H dos triglicerideos [(500 MHz), CDCls].
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Figura 17 Ampliagédo do espectro de H [(500 MHz), CDCls].
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Figura 18 Ampliagéo do espectro de H [(500 MHz), CDCls].
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O espectro de RMN *3C (Figura 19, pagina 35; Tabela 13, pagina 36) mostrou

sinais caracteristicos de carbonos carboxilicos em 6 173,3 e ® 172,8; olefinicos em o
130,2, 6 130,0, & 129,7 e em & 128,6, 6 127,9, indicando a presenca de acido graxo

poli-insaturado e os carbonos C1 e C2 do glicerol (6 68,9 e 62,1). Deslocamentos

guimicos em & 34,2 e 34,1 correspondem aos grupos a-metilénicos em relacéo a

carboxila; os grupos CHz saturados encontram-se em 31,9-22,6 ppm; os CH: alilicos

externos a C=C, estdo em & 27,2; os CHz2 olefinicos internos, sdo observados em &

25,6; os carbonos B-carboxilicos sdo observados em & 24,9 e as metilas foram

observadas em © 14,0e 6 14,1.
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Figura 19 Espectro de RMN de *3C dos triglicerideos [(125 MHz), CDCI3].
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Figura 20 Sinais referentes aos carbonos carboxilicos e olefinicos.
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Figura 21 Sinais referentes aos carbonos do C1 e C2 do glicerol.



Tabela 13- Dados de RMN 3C [125 MHz, & (ppm)], *H [500 MHz, & (ppm)]do EHSU.

Sinal & 1H o BC
1 - 173,3
- 172,8

2 2,31 34,1
2,31 34,2

3 1,60 24,9
1,60 24,9

4 1,27 29,1
1,27 29,0

5 1,27 29,2
1,27 29,2

6 1,27 29,1
1,27 29,1

7 1,27 29,7
1,27 29,6

8 2,03 27,2
2,03 27,2

9 5,35 129,7
5,35 130,0

10 5,35 130,0
5,35 128,6

11 2,03 27,2
2,77 25,6

12 1,27 29,8
5,35 127,9

13 1,27 29,4
5,35 130,2

14 1,27 29,7
2,03 27,2

15 1,27 29,2
1,27 29,2

16 1,27 31,9
1,27 31,5

17 1,27 22,7
1,27 22,6

18 0,88 14,1
0,88 14,0

CHOCOR 5,26 68,9
CH,OCOR 4,22 62,1

36
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Figura 22 Espectro de IV do EHSU de semente de S. tuberosa (em pastilha de KBr).

O espectro no IV exibiu bandas caracteristicas de vibracdes de deformacao
axial de C sp2-H em 3009 cm, vibragées de deformacdo axial de C-Hsp® em 2957,
2925 e 2856 cm, vibracdes de deformacdo axial de C=0 (éster) em 1748 cm?,
vibragdes de deformacdo axial C=C em 1645 cm?, vibracdes de deformacgéo
angular C-H fora do plano (cis) em 723 cm e vibragées de deformacéo axial de C-O
em 1163 cm. Esses dados corroboram com os dados observados nos espectros de
RMN, indicando claramente que trata-se de um triglicerideo composto de acidos
graxos insaturados com ligacéo dupla em cis.

Desta forma, a amostra foi submetida a reacdo de obtencdo de ésteres
metilicos para a confirmacéo da composicao de acidos graxos presentes.

Apés a derivatizacdo dos triacilglicerideos por meio da reacdo de hidrolise
alcalina seguida de esterificacéo, os ésteres metilicos foram identificados por CG-
MS de acordo com as fragmentacdes propostas a partir dos espectros de massas
obtidos, em comparacdo com espectros existentes no banco de dados do aparelho
NIST 08, FFNSC1.3 e WILEY8, apresentando similaridade acima de 90%, com
dados descritos na literatura e também com injecdo de amostras padrdes (misturas
de ésteres metilicos e laurato de metila).

No cromatograma foram registrados nove picos majoritarios com diferentes
tempos de retencdo, e cada um deles originou um espectro de massas cujos
respectivos ions moleculares foram em m/z 158, m/z 214, m/z 242, m/z 256, m/z

270, m/z 280, m/z 282, m/z 296 e m/z 298 fragmentos correspondentes ao octanoato
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de metila (1), laurato de metila (3), tetradecanoato de metila (4), 12-metil-

tetradecanoato de metila (2), hexadecanoato de metila (5) (acido palmitico), 9,12-

octadecadienoato de metila (a4cido linoléico) (8), 9-octadecenoato de metila (acido

oléico) (9), 7-octadecenoato de metila (6) (oleato de metila), octadecanoato de metila

(7) (4cido esteérico).

Tabela 14- Composicao de ésteres metilicos da mistura de triglicerideos.

Esteres metilicos tr % Total m/z Estrutura
Octanoato de metila 6,39 2,01 158 i
Me—o/\(CHz)ﬁ—Me
12-Metil-tetradecanoato 9,42 5,65 214 /“k i
d i Me—O (CHz)g—C/\Me
e metila &,
Laurato de metila 10,11 0,27 242 it
Me—Ok(CHz)nge
Tetradecanoato de 11,99 0,74 256 i
metila Me*o/\(CHz)lz—Me
Hexadecanoato de 14,29 20,48 270 i
metila Me*o/\(CHz)u—Me
7- Octadecenoato de 16,45 44,82 280 A i
metlla Me—0’ (CHp);—C=C—(CHa7—Mme
Octadecanoato de 16,64 12,64 282 it
metila =0/ e
9,12- 16,89 11,12 296 X
i Me—oO (chp)s— CH= CH— CH;——CH=CH—(CHps—Me
Octadecadienoato de
metila
9-Octadecenoato de 17,05 2,27 298 v

metila

Mﬁo/\(Cth—CH:CH—(CHZh— Me

tr: Tempo de retencdo

Assim, admite-se que a composicao dos triglicerideos presentes no EHSU

seja da mistura desses ésteres, indicando que, a analise somente por RMN pode

levar a equivocos quanto a composicdo quimica. A identificacdo deste tipo de

substancia é complicada, mesmo utilizando-se de técnicas de massas mais

avancadas e, ainda hoje, a analise conjunta de RMN e EM do produto submetido a

transesterificacdo € a escolha mais indicada.
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Figura 23 Cromatograma dos ésteres metilicos obtidos (coluna capilar de silica
fundida Rtx-5MS (difenil dimetil polisiloxano) e hélio como gas de arraste).
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Figura 24 Ampliacdes do cromatograma dos ésteres metilicos (coluna capilar de silica
fundida Rtx-5MS (difenil dimetil polisiloxano) e hélio como gas de arraste).

4.6.2 Identificacdo de ECSU 3.2 (2-4) (Sitosterol e Estigmasterol)
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A substéncia FCSU 3.2 (2-4), sélido cristalino branco, isolada da fragdo FCSU
3.0 [Tabela 4, pag. 20] da fase cloroférmica da semente de S. tuberosas apés
analise por CCDC e borrifamento com reagente de Lieberman Burchard, seguido de
aguecimento, apresentou coloracéo rosa indicando a presenca de substancia com
nucleo esteroidal ou triterpénico. Andlise por RMN de H e 3C FCSU 3.2 (2-4) foram
suficientes para determinar com clareza que se tratava de uma mistura de esteréides
pertencente a classe do colestano.

O espectro de RMN 'H (Figura 25) apresenta dois sinais na forma de
singletos, um em & 0,68 e outro em & 1,01 caracteristicos de hidrogénios de grupos
metilicos. Apresenta ainda dubletos e tripletos entre 0,81 a 0,93 caracteristicos de
grupos metilicos. Outro sinal em na forma de multipleto em & 3,52 revelou a
presenca do hidrogénio carbindlico (H-3), bem como o dubleto em 6 5,35 (d, J = 5,0
Hz) de hidrogénio olefinico (H-6). O espectro de RMN 'H sugere que FCSU 3.2 (2-4)

trata-se de uma mistura de sitosterol e estigmasterol.

|
L W)
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Figura 25 RMN *H [CDCls;, 500 MHz] de FCSU 3.2.

O espectro RMN 13C (Figura 26) confirmou a presenca dos carbonos
olefinicos em & 140,7 (C-5) e 6 121,7 (C-6) da ligacao dupla trissubstituida do ndcleo
sitosterol. Outros sinais, também de carbonos olefinicos, correspondentes a ligacéo
dupla dissubstituida da cadeia lateral do estigmasterol em & 138,2 (C-22) e 6 130,0
(C-23). Estes sinais indicam a presenca a presenca de sitosterol e estigmasterol na
amostra em analise. O sinal em & 71,8 foi atribuido ao C-3 carbinélico. Logo, FCSU
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3.2 (2-4) estd presente uma mistura de sitosterol (estigmast-5-en-3-0l) e
estigmasterol (estigmast-5-en-3-ol), esteroides de nudcleo colestano e predominancia
do sitosterol, substancia muito frequente em plantas e animais (Figura 27), cujas
formulas moleculares sdo Cz9Hs00 (MM = 414) e C29Hs0 (MM = 412),
respectivamente. Os dados de RMN de '3C encontram-se descritos na tabela 15
[pagina 41]. Além destes, encontram-se presentes uma mistura de triacilglicerideos,
confirmados através dos sinais 62,1(CH2); 65,1(CH2); 68,4(CH) e 68,9(CH) que

indicam a presenca de dois triacilglicerideos (Figura 27).
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Figura 26 RMN C[CDCls, 125 MHz &(ppm)] FCSU 3.2.
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Figura 27 Espectro de RMN C-DEPT 135° [CDCls, 125 MHz d(ppm)] FCSU 3.2.

CH, 29

6

SITOSTEROL

ESTIGMAESTEROL

Figura 28 Esteroides isolados, em mistura, das sementes de S. tuberosa.
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Tabela 15- Deslocamentos quimicos de RMN H e *C da FCSU 3.2.

N°do C ECSU 3.2 sitosterol* ECSU 3.2 estigmasterol*
1 31,6 31,6 31,6 31,6
2 26,1 26,1 26,1 26,0
3 71,8 71,3 71,8 72,0
4 42,3 41,5 41,5 42.5
5 140,7 140,2 140,7 140,8
6 121,7 121,6 121,7 121,8
7 31,6 31,7 31,9 32,1
8 31,8 31,9 32,5 32,0
9 50,1 50,1 50,1 50.5
10 36,1 36,7 36,5 36,5
11 21,1 20,8 21,1 21,2
12 39,7 39,5 39,7 40,0
13 42,3 42,5 42,0 42,2
14 56,1 56,6 56,7 57,1
15 19,8 20,0 24,3 24,5
16 28,2 28,5 29,3 28,9
17 56,1 55,8 56,8 56,3
18 11,8 11,6 12,0 12,2
19 19,4 19,2 19,0 19,5
20 39,8 40,1 39,8 40,4
21 19,8 20,4 21,2 21,4
22 36,5 36,5 138,2 138,3
23 28,2 28,2 129,7 129,7
24 50,2 51,0 50,2 51,5
25 32,0 31,8 32,0 32,2
26 19,0 19,0 21,1 21,2
27 19,4 21,2 19,0 19,2
28 24,9 25,4 26,1 25,4
29 12,0 12,0 11,9 12,2

*(GOAD, 1991)

4.6.3 Identificacdo de FCSU 4.5

A substancia FCSU 4.5 foi isolada da subfracédo da fragdo FCSU 4.0 (22-24)
com aspecto pastoso de coloracdo branca, das sementes de S. tuberosa,
apresentando um comportamento cromatografico como se fosse uma Unica
substancia. Apdés andlise por RMN de 'H e 3C foi possivel determinar que se

tratava de uma mistura de acidos graxos.
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O espectro de RMN H (Figura 29) apresentou sinais na regido de hidrogénios
metilicos, metilénicos e olefinicos. A presenca do sinal em & 5,34, integrado para
dois hidrogénios, foi indicativo de hidrogénios ligados a carbono tipo sp?. Os sinais
referentes aos hidrogénios metilénicos foram registrados na regidao entre & 1,26 e
2,36. Os sinais em & 0,87, referentes aos hidrogénios metilicos, cuja integracéo
correspondeu a quinze hidrogénios, indicou a presenca de aproximadamente cinco

metilas terminais. Dentre os acidos graxos presentes, o sinal em & 5,34 (Figura 30,

2H) indica que existe um acido graxo insaturado.
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Figura 29 Espectro de RMN de 'H da mistura de acidos graxos.
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Figura 30 Ampliacdo do espectro de RMN de H da mistura de acidos graxos.

O espectro de RMN 13C (Figura 32, pagina 45) revelou sinal em & 179,7 para

carbono carboxilico; olefinico em & 130,0 e 129,7 (Figura 32, pagina 45) indicativo
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da presenca de &cido graxo insaturado. Carbonos com deslocamento quimico em &
34,0 correspondem aos grupos a-metilénicos em relagdo a carboxila; carbonos de
grupos CH:2 saturados encontram-se em & 31,9 a 22,7; os carbonos metilénicos
(CH2) externos a C=C, estdo em d 27,2; os carbonos B-carboxilicos sdo observados

em 0 24,9 e as metilas foram observadas em 6 14,1 (Figura 33).
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Figura 31 Espectro de RMN de *C da mistura de acidos graxos.
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Figura 32 Ampliacdo do espectro de RMN de *C FCSU 4.5.
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Figura 33 Ampliagédo do espectro de RMN de *C FCSU 4.5.
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Figura 34 Espectro de IV da mistura de 4cidos graxos (em filme).
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O espectro no IV exibiu bandas caracteristicas de vibracdes de deformacédo
axial do O-H em 3414 cm, vibracdes de deformacdo axial C-Hsp? em 3021 cm?,
vibracdes de deformacédo axial de C-Hsp> em 2928 e 2855 cm, vibracdes de
deformacdo axial de C=0 (acido carboxilico) em 1709 cm, vibragGes de
deformacéo angular C-H fora do plano (cis) em 756 cm™ e vibracGes de deformacéo
axial de C-O em 1215 cm®. Esses dados corroboram com os dados observados nos
espectros de RMN, indicando claramente que trata-se de uma mistura de acidos
graxos e que pelo menos um deles possui uma dupla ligagcado em cis.

A amostra FCSU 4.5 foi submetida a reacdo de obtencdo de ésteres metilicos
conforme descrito na metodologia apresentada na pagina 10.

Os ésteres metilicos derivados de acidos graxos foram submetidos a analise
por CG-EM obtendo-se fragmentacfes propostas a partir dos espectros de massas,
em comparagao com espectros existentes no banco de dados do aparelho NIST 08,
FENSC1.3 e WILEY8, apresentando similaridade acima de 90%, com dados
descritos na literatura e também com injecdo de amostras padrdes (misturas de
esteres metilicos).

No cromatograma (Figura 35) foram registrados onze picos majoritarios com
diferentes tempos de retencdo, e cada um deles originou um espectro de massas
cujos respectivos ions moleculares foram em m/z 270, m/z 296, m/z 296, m/z 298,
m/z 298, m/z 326, m/z 370, m/z 330, m/z 466, m/z 382 e m/z 410 fragmentos
correspondentes ao hexadecanoato de metila (1),10-octadecenoato de metila (2), 16-
octadecenoato de metila (3), Octadecanoato de metila (4), 9,12-octadecadienolato de metila
(5), Eicosanoato de metila (6), O-isopropil-elaidato de metila (7), 9,10-dihidroxi-
octadecanoato de metila (8), Triacontanoato metila (9), Tetracosanoato de metila (10) e

Hexacosanoato de metila (11).
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Tabela 16- Composicdo de ésteres metilicos da mistura de acidos graxos.

Esteres metilicos tr % m/z Estrutura
Total
Hexadecanoato de 16,27 39.93 270 ‘ﬁ
metila
Me_o/\(CHz)u—Me
10-Octadecenoato de 18,40 21.79 296 o
metila /lk
Me—0”" “(CHp)7— CH=CH— (CH,)— Me
16-Octadecenoato de 18,44 296 <|3|
metila
I Me—o/\(c:H2)13—C=C—(CHz)z—Me
Octadecanoato de 18,71 15.50 298 I
metila Me—o/\(c H2)is—Me
9,12-Octadecadienolato 19,41 2.88 298 o
de metila |
NB—OA(CI’Q)TG-I: CH—O—CH=0H—(Oe—Me
Eicosanoato de metila 20,83 326 o
Me_o/lk(CHz)la—Me
o-Isopropil - elaidato de 21,04 370 ﬁ
metila Me—O/\(CH2)7—(‘3H—(‘3H—(CH2)7—Me
(@] (@]
N
/\
9,10-Dihidroxi- 21,89 330 O
. I OH OH
octadecanoato de metila N
Me—O (CH2)7—(|:—IC—(CH2)7— Me
H H
Triacontanoato de metila 23,46 4.10 466 ﬁ
Me—O/\(CHZ)zg_Me
Tetracosanoato de 27,53 481 382 ﬁ)
metila
Me—0" N(CHy)yr—Me
Hexacosanoato de 32,36 410

metila

0
]

Me—0"" (CHy)pi—Me

tr=tempo de retencgéo

Assim, admite-se que a composicado dos acidos graxos presentes na amostra FCSU

4.5 seja da mistura desses ésteres.
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Figura 35 Cromatograma dos ésteres metilicos obtidos da FCSU 4.5 (coluna ZB-5ms

(apolar 5% phenyl Arylene 95% dimethylpolysiloxane) e hélio como gés de arraste).

4.6.4 Identificacdo de FASU 1.2

A determinacgdo estrutural FASU 1.2 foi baseada na analise dos dados de
RMN de *H e correlagbes observadas em técnicas de RMN bidimensionais HMQC e
HMBC, além da comparagcédo com dados da literatura.

O espectro de RMN 'H de FASU 1.2 (Figura 36) apresentou um dubletos em
® 7,5 e um duplo tripleto em & 6,6 caracteristicos de hidrogénios olefinicos,
integrando para um hidrogénio cada (H-3 e H-4 respectivamente). Sinal em & 9,54
na forma de singleto, integrando para um hidrogénio, sendo indicativo de hidrogénio
da funcao aldeido. Além disso, verifica-se um singleto em & 4,5, integrando para dois

hidrogénios, correspondentes aos hidrogénios metilénicos.
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Figura 36 Espectro de RMN de *H [ 300 MHz, DMSO-d® ] do FASU 1.2.
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Figura 37 Ampliacédo do espectro de RMN de *H do FASU 1.2.
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Figura 38 Ampliacéo do espectro de RMN de *H do FASU 1.2.
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As correlagdes observadas nos espectros bidimensionais (HMQC e HMBC)

FASU 1.2 corroboraram para elucidagéo e determinacao estrutural desta substancia.

As correlacbes observadas no espectro de HMQC (Tabela 17) permitiram

correlacionar os sinais dos hidrogénios com seus respectivos carbonos. Dentre as

principais informacdes obtidas no espectro bidimensional HMQC pode-se destacar a
correlacdo de H-3 (6 7,5) com o C-3 (o 125,0), H-4 (d 6,6) com o C-4 (6 110,0), os

hidrogénios metilénicos (& 4,5) com seu respectivo carbono (& 56,0) e hidrogénio da

funcao aldeido (6 9,5) com o carbono carbonilico (6 178,0).

Tabela 17- Dados de RMN *H [300 MHz] e de *C[125 MHz] [DMSO-d®, & (ppm)].

Posicao IHFASU 1.2  3C*FASU 1.2 1Ha 13Ch
2 152,0 150,5

3 7,5 (d) 125,0 7.4 123,9
4 6,6 (d) 110,0 6.6 108,6
5 162,0 161,1
-CH,OH 4,5 (s) 56 4.6 54,7
-CHO 9,5 (s) 178,0 9.4 177,1

"Atribuido através do HMQC; 2 A. Serra-Cayuela et al.,2013; ® Khokhlova et al.,2013
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Figura 39 Espectro de HMQC !H -*C de FASU 1.2.
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Figura 40 Ampliacdes do espectro de HMQC H -13C de FASU 1.2.
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Figura 41 Correlagdes observadas no HMBC de FASU 1.2.

No espectro de RMN HMQC !H -3C (Figura 40) foram observados alguns
sinais que nao condizem com a estrutura proposta, provavelmente devido a
impurezas presentes na amostra.

Andlise dos espectros bidimensionais HMBC (Figuras 42, 43, 44 e 45) indicou
gue o hidrogénio da funcéo aldeido encontrava-se correlacionado com os carbonos
C-2 (© 152,0) e carbono carbonilico (6 178,0). Foram observados as correlacdes dos
hidrogénios olefinicos H-3 (6 7,5) e H-4 (6 6,6) com os carbonos C-2 (6 152,0), C-4
(6 110,0) e C-5 (6 162,0); alétm dos hidrogénios metilénicos (6 4,5) que se
correlacionavam com os carbonos C-4 (6 110,0) e C-5 (6 162,0). Portanto, as
correlacbes obtidas através dos espectros bidimensionais permitiram atribuir

corretamente os sinais e confirmar a localizag&o dos grupos substituintes.

Tabela 18- Acoplamentos observados no HMBC de FASU 1.2.

HMBC
RMN H RMN 23C
7.5 (H-3) 110,0 (C-4); 152,0 (C-2) e 162,0 (C-5)
6,6 (H-4) 110,0 (C-4); 152,0 (C-2) e 162,0 (C-5)
4,5 (-CH,OH) 110,0 (C-4) e 162,0 (C-5)

9,5 (-CHO) 178,0 (-CHO) e 152,0 (C-2)
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Figura 42 Espectro de RMN HMBC H -3C de FASU 1.2.
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Figura 43 Ampliagdes do espectro de RMN HMBC *H -13C de FASU 1.2.
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Figura 44 Ampliacdes do espectro de RMN HMBC *H -13C de FASU 1.2.
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Figura 46 Correlagcbes observadas no HMBC de FASU 1.2.

Assim, através da andlise dos dados e comparacdo com a literatura foi
possivel denominar o FASU 1.2 como 5-hidroximetil-2-furfural (5-HMF), relatada pela
primeira vez na espécie Spondias tuberosa. Vale ressaltar que ja existe relato sobre
essa substancia em extratos de diferentes solventes do fruto de Spondias pinnata K.
(SATPATHY et al, 2011) onde o 5-HMF foi identificado através da técnica andlitica
de CG/MS.Foi relatado também a presenca desse composto no extrato AcOEt da
polpa da Spondias aff. Tuberosa (ALMEIDA et al, 2006) apresentando uma notavel
atividade antioxidante (SRL 90%), o mesmo foi identificado também em amostras de
vinho Cava sparkling (SERRA-CAYUELA, et al., 2013) mostrando-se neste trabalho
um potencial confiavel em relacdo a reducdo de oxidagdo no processo de
envelhecimento de vinhos espumantes. Dados literarios revelam que o 5-HMF
possui varias atividades biologicas, incluindo antioxidantes, anti-miocardicos,
isquemia e um 6timo potencial para controle de hemorragia (ITO, T. et al., 2013). A
substancia 5-HMF pode ser obtida por decomposi¢cdo de aclUcares como por
exemplo, a conversdo de glucose e frutose através de reacdo de desidrogenacgéo
catalitica (KHOKHLOVA et al., 2013).
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Figura 47 5-hidroximetil-2-furfural isolado das sementes da S. tuberosa
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho, o extrato metandlico bruto (CLso 168,3 pg/mL)
apresentou moderada toxicidade quando testado frente Artemia salina, enquanto o
extrato hexanico (CLso de 6259,8 ug/mL) se apresentou atéxico. Por outro lado, a
fase cloroformica (CLso 152,26 pg/mL), obtida da particdo liquido-liquido do extrato
metandlico, também foi testada apresentando toxicidade moderada. Ja para as
atividades antioxidantes observa-se que o0 extrato metandlico apresentou uma
atividade de sequestro de radical DPPH eficaz somente a partir de 1,5 mg/mL. A
fase cloroformica apresentou atividade inferior a 60% mesmo em concentragédo
superior a 1,5 mg/mL, tendo entdo uma fraca acdo antioxidante em relacdo aos
resultados mostrados pelo extrato metandlico. Porém, a fase AcOEt mostrou uma
atividade eficaz a partir 200 pg/mL, ou seja, em concentragdes menores do que as
concentragOes testadas pela fase CHCIs. Quanto ao teste inibicdo da auto-oxidacéo
do B-caroteno o extrato metanolico mostrou um elevado porcentual de inibicdo a
partir da concentracdo 200 pg/mL. A fase AcOEt apresentou elevada atividade em
todas as concentracdes, enquanto a fase cloroformica demonstrou elevado
porcentual de inibicAo somente na concentragdo 500 pg/mL.

Assim, conclui-se que a forte acdo antioxidante apresentada no extrato
metandlico deve-se a presenca de substancias antioxidantes presentes na fase
acetato de etila.

A partir do extrato hexanico obteve-se uma mistura de triacilglicerideos. Os
ésteres obtidos através da transesterificacdo apontam como constituintes nove
compostos esterificados dentre eles o octanoato de metila, laurato de metila,
hexadecanoato de metila (acido palmitico), tetradecanoato de metila, 9-
octadecenoato de metila (acido oléico), octadecanoato de metila (acido estearico),
12-metil-tetradecanoato de metila, 7-octadecenoato de metila e o 9,12-
octadecadienoato de metila (acido linoléico).

A partir do fracionamento da fase CHCIs foi obtido uma mistura de esteroides
de nucleo colestano conhecido como sitosterol e estigmansterol, além de uma
mistura de acidos graxos que foi submetida a reacdo de esterificagcdo obtendo-se

onze ésteres metilicos denominados de hexadecanoato de metila,10-octadecenoato
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de metila, 16-octadecenoato de metila, Octadecanoato de metila, 9,12-
octadecadienolato de metila, Eicosanoato de metila, O-isopropil-elaidato de metila,
9,10-dihidroxi-octadecanoato de metila, Triacontanoato metila, Tetracosanoato de
metila e Hexacosanoato de metila.

Para o fracionamento da fase AcOEt obteve-se o 5-hidroximetil-2-furfural.

Vale ressaltar que este trabalho relata pela primeira vez o estudo quimico e
atividades biolégicas das sementes de Spondias tuberosa, contribuindo, assim, para
ampliar as informacdes referentes ao estudo quimico de espécies da familia
Anacardiaceae, podendo gerar impacto cientifico e académico que serdo medidos a
partir de publica¢fes cientificas advindas.
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