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Resumo
Theobroma grandiflorum é uma espéecie nativa da Amazonia com elevado potencial
econébmico, que pertence a0 mesmo género que o cacau (Theobroma cacao). Seu fruto,
conhecido como cupuagu, € o maior no género Theobroma, chegando a atingir até 4 kg em
massa. A base econdmica dessa espécie concentra-se no mesocarpo (polpa), bastante
conhecido e comercializado para a producdo de sucos, néctares, sorvetes entre outros. No
processo de obtencdo da polpa do cupuacu sdo gerados subprodutos que correspondem a
65% em peso de cada fruto, que apesar de serem fontes de substancias fendlicas e
antioxidantes ndo sdo aproveitados. Este estudo teve como objetivo descrever a composicao
quimica dos extratos fenolicos e alcaloidicos do epicarpo e endocarpo do cupuacu utilizando
técnicas espectrométricas e cromatograficas. Foram utilizados diferentes métodos
combinados com etanol e etanol/agua (7:3) para a extracdo das substancias fendlicas e para a
extracdo dos alcaloides purinicos quatro metodologias especificas para metilxantinas foram
usadas, afim de obter as melhores condi¢des para as extraces. O teor de fendlicos totais
variou entre 8,62% (113,30 mgGAEs/g) e 12,96% (157,8 mgGAEs/g) para os extratos do
epicarpo e entre 3,17% (64,5 mgGAEs/g) e 12,86% (182,6 mgGAEs/g) para o endocarpo do
cupuagu. As condicGes 6timas que proporcionaram maiores teores de fendlicos e
flavonoides foram a extracdo por maceracdo do epicarpo a quente em etanol e a extracdo do
endocarpo por soxhlet em etanol/agua (7:3). O perfil das extracbes obtido por
Espectrometria de Massas indica os ions de m/z 339, 325 e 311 caracteristicos de &cidos
fendlicos, como componente majoritéario tanto no epicarpo quanto no endocarpo do cupuagu.
Os extratos do epicarpo apresentaram melhores capacidades de sequestro de radicais livres
(Cl50=69,5 pg/mL) em relagdo ao endocarpo (Clsp=223,6 pg/mL). A presenca das
metilxantinas cafeina e teacrina foram confirmadas por espectrometria de massas (EM) e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) por comparacdo do tempo de retencdo
de seus respectivos padroes. A confirmacdo da molécula da teacrina foi realizada por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e carbono (RMN*3C). O estudo do
aproveitamento desses residuos indica o endocarpo do cupuagu como excelente matéria-
prima fonte da metilxantina teacrina, além da inédita presenca da cafeina valorizando tanto e
epicarpo quanto o endocarpo uma vez que sao considerados subprodutos das industrias de

polpas da Amazodnia.

Palavras Chave: Theobroma, epicarpo, endocarpo, Amazonia, subprodutos, fendlicos,
metilxantinas, CLAE.
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Abstract

Theobroma grandiflorum is a species native of the Amazon with high economic potential,
which belongs to the same genus as cocoa (Theobroma cacao). Its fruit, known as cupuacu, is
the largest in the genus Theobroma, reaching up to 4 kg in weight. The economic base of this
species is concentrated in the mesocarp (pulp), widely known and commercialized for the
production of juices, nectars, ice cream and others. In the process of obtaining the the cupuagu
pulp byproducts are generated which correspond to 65% by weight of each fruit, that although
they are sources of phenolic substances and antioxidants are not used. This study aimed to
describe the chemical composition of phenolic extracts and alcaloidicos of the epicarp and
endocarp cupuagu using chromatographic and spectrometric techniques. Different methods
combined with ethanol and ethanol / water (7:3) was used for the extraction of phenolic
substances and for extraction of purine alkaloids four specific methodologies for
methylxanthines were used, in order to obtain the best conditions for extractions.

The total phenolic content ranged between 8.62% (113.30 mgGAEs/g) and 12.96% (157.8
mgGAEs/q) for the epicarp extracts and between 3.17% (64.5 mgGAEs/g) and 12.86% (182.6
mgGAEs/g) for cupuagu endocarp. The optimum conditions that provided the highest levels
of phenolics and flavonoids were the extraction by maceration of the epicarp hot ethanol and
the extraction of the endocarp by soxhlet ethanol / water (7:3). The profile of extractions
obtained by mass spectrometry indicates the ions of the m/z 339, 325 e 311 characteristic of
phenolic acids, as a major component both epicarp as the endocarp cupuagu. The epicarp
extracts showed better capacity scavenging free radicals (Clsp=69,5 pug/mL) in relation to the
endocarp (Cls0=223,6 pg/mL). The presence of methylxanthines caffeine and teacrina were
confirmed by mass spectrometry (MS) and high performance liquid chromatography (HPLC-
UV) by comparison of the retention time of their respective standards. The confirmation of
the teacrina molecule was performed by nuclear magnetic resonance (* H NMR) and carbon
(** C NMR). The study of the utilization of these residues indicates the endocarp cupuagu as
excellent raw material source teacrina methylxanthine, addition to the unprecedented presence
of caffeine and valuing both epicarp and the endocarp since they are considered byproducts of

industrial pulps Amazon.

Keywords: Theobroma, epicarp, endocarp, Amazon byproducts phenolic, methylxanthine,
HPLC.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais que apresenta elevada biodiversidade vegetal, devido
principalmente a sua localizacdo geografica que permite uma variedade de biomas,
(Fig. 1) como a floresta Amazonica, o Cerrado, a Mata Atlantica, a Caatinga, o0 Pampa

e o Pantanal (http://www.mma.gov.br/biodiversidade/biodiversidade-brasileira).

/ BIOMA
' CAATINGA

BIOMA | ~MATA
ATLANTICA

Figura 1. Distribui¢do dos biomas brasileiros.

Fonte: http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/noticia_visualiza.php?id_noticia=169

A existéncia de uma ampla diversidade vegetal proporciona ao Brasil a forte
presenca da fruticultura, que nas ultimas décadas tém se tornado a base econémica de
muitos estados brasileiros. O consumo de frutas tem adquirido uma posi¢cdo de
destaque na alimentacdo diaria do brasileiro, sejam elas processadas ou para o
consumo “in natura”. Assim, com uma grande variedade de frutas tropicais e a
necessidade de uma alimentacdo saudavel, tem crescido principalmente a producao de

laranja, banana, abacaxi, melancia e coco-da-baia, contribuindo significativamente
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para o desenvolvimento econdmico do pais, tanto a nivel nacional quanto internacional
(IBRAF, 2006).

A Amazbnia, o maior bioma brasileiro, € caracterizada pela presenca de
inimeras espécies frutiferas como o agai (Euterpe precatoria), o cupuacu (Theobroma
grandiflorum), o bacuri (Platonia insignis), o tapereba (Spondias lutea) e o camu-
camu (Myrciaria dubia), que sdo os principais responsaveis pelo desenvolvimento e
expansdo da fruticultura na regido, sendo considerada a quarta principal atividade
econémica (GEDER, 2008).

Muitas dessas espécies vegetais destacam-se por sua composi¢do gquimica, na
maioria das vezes diferenciada e diversificada. O acai (Euterpe precatoria), por
exemplo, é rico em polifendis e em compostos antioxidantes (KANG et al., 2012). O
tapereba (Spondias lutea) tem como principais compostos volateis (E)-cariofileno, (Z)-
cariofileno, limoneno e alguns ésteres como hexanoato de etila e butirato de etila, que
sdo os responsaveis pelo aroma agradavel desse fruto (CEVA-ANTUNES et al.,
2003). Outros frutos caracteristico da regido que ndo foram citados, como o buriti
(Mauritia vinifera), possuem elevado teor de carotenoides e vitamina A (ROSSO &
MERCADANTE, 2007).

O cupuagu (Theobroma grandiflorum), um dos frutos nativos da regido
amazonica, tem se destacado nas ultimas décadas nos mercados nacional e
internacional de frutos exoticos tropicais (VENTURIERI et al., 1985). O fruto é o
maior no género Theobroma, chegando a pesar 4 quilogramas. E composto por
aproximadamente 20% de sementes, 45% de cascas e 35% correspondem a polpa, que
é a principal responsavel pela movimentacdo econémica dessa espécie, através da

producéo de sucos, néctares, licores e sorvetes, entre outros (NAZARE et al., 1990).
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Das sementes, € extraida a manteiga do cupuacu, utilizada para obtencdo do
“cupulate”, chocolate em p6 e em tabletes, com caracteristicas nutritivas e
organolépticas similares as do chocolate produzido a partir das sementes de cacau
(Theobroma cacao) (VENTURIERI & AGUIAR, 1988; NAZARE et al., 1990).

Com a crescente demanda de frutos tropicais, processados ou ndo, ocorre
paralelamente o aumento da quantidade de residuos agroindustriais formados. Assim,
0 acumulo de residuos agroindustriais tem despertado a atencdo de muitos
pesquisadores e principalmente dos microempresarios, com o propdésito de aproveitar
integralmente os frutos produzidos, sendo, desta maneira, economicamente viavel as
empresas e extremamente favoravel ao meio ambiente.

Apesar da producdo do cupulate ter aproveitamento de aproximadamente 80%
da massa das sementes (NAZARE et al., 1990), os residuos agroindustriais
provenientes das sementes somados as cascas dos frutos, apresentam um elevado
volume de lixo organico que, quando disposto inadequadamente, pode gerar graves
problemas ambientais.

As substancias fenolicas ja descritas nas sementes do cupuacu (Theobroma
grandiflorum) (YANG et al., 2003), além de alcaloides descritos neste género e a
auséncia de estudos de identificacdo e caracterizacdo quimica dos constituintes das
cascas dos frutos motivaram a realizagdo de estudos de aproveitamento destes
residuos, tanto no epicarpo quanto no endocarpo. Assim, com a utilizacdo de técnicas
analiticas associadas ao conhecimento fitoquimico, esse trabalho teve como foco
principal a “caracterizagdo quimica” dos constituintes do epicarpo e endocarpo de
Theobroma grandiflorum e a realizagdo de bioensaios de atividades antioxidante com
0 objetivo de agregar valores aos extratos originados desses residuos da industria

extrativista de cupuagu.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Descrever a composicdo quimica e atividades antioxidantes dos extratos
(fendlicos e alcaloidicos) do epicarpo e endocarpo de Theobroma grandiflorum

(cupuacu).

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Investigar diferentes metodologias para extracdo das substancias fendlicas e

alcaloidicas.

2.2.2. Avaliar o sequestro do radical livre DPPH?", do cétion radical ABTS™ e do anion

radical superdxido dos extratos brutos.

2.2.3. ldentificar os alcaloides e flavonoides presentes nos extratos e nas fracGes

obtidas utilizando técnicas cromatograficas e espectrométricas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biodiversidade

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo e tal exuberancia
corresponde aproximadamente a 20% das espécies existentes no planeta. Devido ao
elevado potencial da biodiversidade brasileira, principalmente ao que diz respeito a
diversidade vegetal, o interesse em investigar as propriedades medicinais de muitas
espécies vem crescendo acentuadamente (CALIXTO & SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

A producdo de medicamentos a partir de recursos genéticos vegetais tem
aumentado nas Ultimas décadas. Estima-se que 30% dos medicamentos disponiveis na
medicina terapéutica sdo derivados direta ou indiretamente de produtos naturais
(KOEHN & CARTER, 2005). Dessa forma, a producéo de fitoterapicos e fitofarmacos
tém despertado inequivocadamente o interesse de inUmeros pesquisadores, nao
somente ao quimico de produtos naturais, mas também profissionais de diferentes
areas, uma vez que a geracdo de tais produtos requer um conhecimento
multidisciplinar (PINTO et al., 2002).

Alho (2012) enfatiza a relevancia da biodiversidade brasileira na fabricacdo de
medicamentos e na produtividade agropecuaria; destaca a importancia da
etnomedicina, que é a principal base para os estudos de plantas medicinais, da
biopirataria e o grande impacto causado pela populacdo humana sobre a natureza. A
biopirataria é um tema bastante polémico, a medida que envolve o comércio e a
utilizacdo ilegais de plantas e animais, como é o caso do jaborandi (Pilocarpus
pennatifolius), do acai (Euterpe oleracea), do cupuagu (Theobroma grandiflorum) e da
copaiba (Copaifera sp.), que sdo espécies amazodnicas que foram patenteadas por

outros paises.
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BRAZ FILHO (2010) descreve a importancia do quimico de produtos naturais
diante da enorme biodiversidade vegetal brasileira. A riqueza de florestas tropicais no
Brasil favorece a descoberta de uma grande variedade de substancias quimicas, que
muitas vezes sao caracterizadas por apresentarem atividades bioldgicas, contribuindo
significativamente para o surgimento de novos fitofarmacos.

Dos componentes da biodiversidade, sejam eles, microorganismos, animais ou
vegetais, é possivel gerar inumeros produtos de importancia econémica (GUERRA &
NODARI, 2007). Braz-Filho (2010) destaca a existéncia de uma série de metabdlitos
especiais que sdo utilizados como principios ativos de muitos fitofarmacos, como a
quinina (I11) e a artemisinina (11), que sdo dois antimalaricos naturais; e vincristina (la)
e vimblastina (Ib), isoladas de Catharantus roseus, dois importantes agentes

terapéuticos de uso clinico corrente contra o cancer (Fig. 2).

- OAc
R HO COMe

(1) - vincristina, para R= CHO (I1) - artemisinina (I11) - quinina
(Ib) - vimblastina, para R=CH,

Figura 2. Metabdlitos especiais com atividades bioldgicas.

Portanto, diante da elevada diversidade vegetal brasileira e da necessidade da
descoberta de novos fitofarmacos, o quimico de produtos naturais desempenha um
papel fundamental nos processos de extracdo, isolamento e elucidacdo estrutural de

inimeras substancias com potenciais bioldgicos (BRAZ-FILHO, 2010).
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3.2. Metabolismo Especial das plantas

O metabolismo compreende um conjunto de reacdes quimicas que ocorrem
continuamente em uma célula. Nas células vegetais essas reacdes podem estar
relacionadas com o aproveitamento de nutrientes visando as necessidades basicas da
célula como a producdo de energia e a biossintese de substancias essenciais a
sobrevivéncia celular como os carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucleicos
caracterizando o metabolismo primario dos vegetais (SANTOS, 2007).

No entanto, o0s vegetais mais desenvolvidos sdo capazes de produzir,
transformar e acumular inUmeras substancias que ndo estdo relacionadas com as
necessidades basicas da célula, das quais muitas apresentam producdo e actmulo
restrito a um ndmero limitado de organismos com bioquimica e metabolismo
especifico e Udnico caracterizando o metabolismo especializado dos vegetais
(SANTOS, 2007).

Embora muitos metabdlitos primarios sejam de interesse comercial, o elevado
namero e a grande diversidade de substancias farmacologicamente ativas provenientes
do metabolismo especializado das plantas tém despertado cada vez mais o interesse de
pesquisadores de diferentes areas da ciéncia, como fontes promissoras de novas

moléculas potencialmente Gteis a sociedade (BARREIROS et al., 2006).

3.3. Substancias fenolicas e atividade antioxidante

As substancias fendlicas representam uma classe numerosa e diversificada de
compostos organicos amplamente distribuidas no reino vegetal e nos micro-
organismos, caracterizadas pela presenca de pelo menos um grupo hidroxila ligado ao
anel aromatico. Os animais séo incapazes de sintetizar o anel aromatico caracteristico

dos compostos fendlicos e, portanto, as pequenas quantidades de substancias fenolicas
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necessarias ao organismo dos animais sdo provenientes da dieta alimentar
(CARVALHO et al., 2007).
CARVALHO et al. (2007) classificam os compostos fendlicos de acordo com

seu esqueleto principal (Tabela 1) ou segundo sua ocorréncia no reino vegetal.

Esqueleto basico Classe de substancias fendlicos
C6 fendis simples, benzoquinonas
C6-C1 acidos fendlicos
C6-C3-C6 flavonoides e isoflavonoides
(C6-C3)2 lignanas
(C6 -C3-C6) 2 biflavonoides
(C6-C3-C6)n taninos condensados

Tabela 1. Esqueleto basico de alguns compostos fendlicos.
Fonte: CARVALHO et al., 2007.

De acordo com sua ocorréncia no reino vegetal, os fendis podem classificar-se
em compostos fenolicos com distribuicdo restrita e aqueles que sdo amplamente
distribuidos. Dentre os fendlicos de distribuigdo restrita (Fig. 3) podemos citar o fenol

simples (IV), o pirocatecol (V), o ressorcinol (V1) e a hidroguinona (VII) (SOARES,

2002).
OH OH OH
OH
OH
(1V) - fenol (V) - pirocatecol (V1) - resorcinol (VI1) - hidroquinona

Figura 3. Fenolicos de distribuicéo restrita.

Entre os compostos amplamente distribuidos na natureza pode-se encontrar 0s
derivados de é&cidos benzoico como o acido eldgico (Estrutura VIII) e do acido

cindmico, cumarinas, flavonoides e derivados de polimerizacdo (SOARES, 2002).
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(VHI) - acido elagico

Muitas classes de compostos fendlicos tém atraido a atencdo devido aos seus
efeitos benéficos a salde, relacionados ao potencial antioxidante que apresentam sobre
os radicais livres (SOTO-VACA et al., 2012). Os radicais livres sdo espécies quimicas
altamente reativas, que possuem elétrons desemparelhados localizados no atomo de
oxigénio ou de nitrogénio. Sdo formados no préprio organismo por processos naturais
relacionados ao metabolismo, ou podem ser formados por alguma disfuncéo bioldgica
ou ainda por fatores exdgenos. Desenvolvem fungbes importantes relacionadas com a
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular e sintese de
substancias bioldgicas importantes (BARREIROS et al., 2006).

Dos diversos radicais livres formados no organismo, o radical hidroxila (OH) é
0 que mais causa danos, uma vez que sua meia vida é muito curta, dificultando seu
sequestro in vivo. Estes radicais frequentemente atacam as moléculas por abstracdo de
hidrogénio e por adicdo a insaturacdo. O excesso de radicais livres € combatido por
substancias antioxidantes produzidas naturalmente no organismo. Entretanto, muitas
vezes ocorre um desequilibrio entre a producdo de moléculas oxidantes e
antioxidantes, havendo necessidade da ingestdo de substancias antioxidantes através
da dieta alimentar. O a-tocoferol (1X) e B-caroteno (X) sdo alguns dos antioxidantes

adquiridos por meio da dieta alimentar (Fig. 4) (BIANCHI & ANTUNES, 1999).
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(X) - p-caroteno

Figura 4. Antioxidantes adquiridos pela dieta alimentar.

3.3.1. Flavonoides

Os flavonoides representam uma classe numerosa e diversificada de compostos
fendlicos no reino vegetal. Sdo caracterizados pela presenca de um esqueleto basico
com quinze atomos de carbono, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de
trés carbonos (Fig. 5). Apresentam diversas funcgdes nas plantas, tais como a protecao
dos vegetais contra a incidéncia das radiacGes ultravioleta e visivel; protecdo contra
insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade de polinizacao;

antioxidantes, entre outras funcdes (ZUANAZZI & MONTANA, 2007).

Figura 5. Nucleo fundamental dos flavonoides.

Os flavonoides sdo de elevado interesse econdmico, por apresentarem

diferentes propriedades. Devido a coloracdo intensa sdo utilizados como pigmentos;
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sdo importantes no processo de tanagem de couro, na fermentacdo do cha da india, na
manufatura do cacau e por conferirem cor e valor nutricional para muitos alimentos,
além de muitos flavonoides apresentarem grande importancia farmacolégica (PIETTA,
2000; ZUANAZZI & MONTANA, 2007).

Nas ultimas decadas, os flavonoides tém atraido bastante atencéo,
principalmente devido as suas atividades antioxidantes e seus potenciais terapéuticos
(PIETTA, 2000). Pesquisas indicam que flavonoides como quercetina, rutina e
apigenina contribuem para prevencdo e reducdo de doencas cerebrovasculares,
doencas arteriais coronarias, diabetes, e do cancer (DORNAS et al., 2007; OLIVEIRA
et al., 2010), além da elevada atividade antiinflamatdria atribuida a quercetina e ao
caempferol (COUTINHO et al., 2009).

Os flavonoides sdo metabdlitos especiais biossintetizados por uma rota mista.
Parte da estrutura dessas moléculas é biossintetizada pela rota do &cido chiquimico,
sendo o responsavel pela formacgédo do anel B dos flavonoides (CsCs3) e a outra parte da
molécula é derivada da via do acetato, sendo a responsavel pela formacéo do anel A. A
rota do acido chiquimico da origem ao &cido cindmico e seus derivados (acidos
caféico, ferulico e etc.) e a rota do acetato dar origem aos policetideos, que por reacdo
de condensagdo com o acido cindmico ou com qualquer um de seus derivados ddo
origem a chalconas precursoras das diferentes classes de flavonoides. Na figura 6 €

apresentado um esquema geral da biossintese dos flavonoides.
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Figura 6. Representacao geral da biossintese dos flavonoides.
Fonte: Dewick, 2009.
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3.4. Alcaloides

Os alcaloides constituem uma classe de metabdlitos especiais representada por
um numero muito grande de substancias estruturalmente diversas e, portanto dificil de
ser definida quimicamente (SANTOS, 2007). Sdo compostos organicos de baixo peso
molecular, caracterizados pela presenca de um ou mais atomos de nitrogénio ao qual
Ihes conferem o carater basico. O atomo de nitrogénio presente nos alcaloides é
originado dos aminoacidos e o anel heterociclico formado fornece base para sua
classificacdo quimica (HENRIQUES et al., 2007).

A fonte mais reconhecida de alcaloides sdo 0s vegetais superiores,
microorganismos e animais marinhos, podendo ser encontrados em todas as partes do
vegetal em diferentes concentracdes. Sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico,
concentrando-se nos vacuolos, portanto, ndo aparecem em células jovens antes de
ocorrer a formacao dessas estruturas (HENRIQUES et al., 2007).

Como os demais metabolitos especiais, os alcaloides apresentam funcdes de
defesa nas plantas e sdo de grande interesse farmacoldgico. Muitos alcaloides de
origem vegetal tém sido utilizados como modelo para modernas drogas sintéticas,
como a atropina, que é modelo para a tropicamida, farmaco utilizado para dilatacdo
das pupilas durante exames oftalmolégicos; a quinina, que é um alcaloide com
propriedades antitérmicas, antimalérica e analgésica, utilizada como modelo para a
cloroguinina (CROTEAU et al., 2000).

Os alcaloides purinicos ou metilxantinas sdo usualmente representados pela
cafeina (XI), teobromina (XII) e pela teofilina (XIII) (Fig. 7). Possuem distribuicao
limitada, suas origens estdo relacionadas com as bases purinicas: adenina e guanina,
possuem carater anfotero e sdo considerados pseudoalcaloides (DEWICK, 2009).

Entretanto, devido a sua marcante atividade biologica, distribuicdo restrita e a presenca
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do nitrogénio no heterociclo, muitos autores os consideram como alcaloides

verdadeiros (RATES, 2007).

0 | 0 o] H

\NJIN Y

o Xy I

O%kN N OQ\N N oF N
| | |

(XI) - cafeina (XI1) - teobromina (X111) - teofilina

Figura 7. Alcaloides purinicos.

As metilxantinas s&o de importancia comercial e apresentam um amplo
espectro de atividades farmacoldgicas, atuando sobre os sistemas nervoso central,
cardiovascular, renal e digestivo. A cafeina € o alcaloide purinico mais consumido
mundialmente, sob diferentes formas; é utilizada na forma de bebidas, chas,
refrigerantes, atuando como estimulante natural; participam na composicdo de
diversos farmacos com atividades analgésicas e antigripais, associada com o acido
acetilsalicilico e o paracetamol (RATES, 2007). A teofilina também é muito utilizada,
sob a forma de farmaco, devido as suas propriedades relaxante muscular, utilizada no
alivio de asma brénquica. Ja a teobromina ¢ um importante componente do cacau
(DEWICK, 2009).

Os alcaloides purinicos sdo formados pela via da inosina monofosfato (IMP) e
da xantosina monofosfato (XMP) (Fig. 8). Metilacdo seguida da perda do grupo
fosfato produz o nucleotideo 7-metilxantosina, liberando a molécula de acucar.
Sucessivas metilacdes levam a formacdo da cafeina por intermédio da teobromina,
enquanto uma sequencia de metilacGes pela via da XMP levam a formacgdo da teofilina

(DEWICK, 2009).
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Figura 8. Representacao geral da biossintese dos alcaloides purinicos

Fonte: Dewick, 2009.
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3.5. O género Theobroma

Sterculiaceae € uma familia difundida nas regifes tropicais principalmente na
América e na Africa, sendo constituida por 68 géneros e 430 espécies. E uma familia
economicamente importante devido a existéncia de trés espéecies cultivadas em paises
tropicais como a Cola acuminata cujas sementes sdo utilizadas para a producdo de
uma bebida homonina utilizada como base para refrigerantes; o cacau que € uma
cultura cultivada no Brasil, onde é o quinto maior produtor mundial, cujas sementes
sdo utilizadas para a producdo de chocolate e o cupuacu que € um fruto consumido
mundialmente. O género é composto por 22 espécies, todas apresentam frutos de valor
comercial, porém somente algumas espécies sdo cultivadas para estes fins, das quais
destacam-se T. cacao (cacau) e T. grandiflorum (cupuacu) (SOUZA & LORENZI,
2005).

O cacau é a espécie vegetal de maior interesse comercial no género
(WOLLGAST & ANKLAN, 2000). Sua polpa ¢ utilizada para fabricacdo de geleias,
vinhos, licores, vinagres, entre outros. Suas sementes sdo a principal fonte econdmica,
pois a partir delas sdo obtidos a torta, 0 p6 e a manteiga de cacau. A torta e 0 p6 sdo
utilizados para a produgdo de chocolates e seus derivados e a manteiga do cacau é
utilizada pelas industrias farmacéuticas e de cosméticos.

As sementes do cacau apresentam elevados teores de gordura (SOTELO &
ALVAREZ, 1991). A fracdo lipidica das sementes é predominantemente composta
pelos &cidos palmitico, estearico, e oleico, (BRUNI et al, 2000). Suas sementes séo
fontes de polifendis com potenciais antioxidantes (FORSYTH, 1955; SANBONGI et

al., 1998; SANCHEZ-RABANEDA et al, 2003; OTHMAN et al., 2007).
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Além dos compostos fenolicos, Theobroma cacao € caracterizado pela
presenca de alcaloides purinicos, principalmente a teobromina, seguida da cafeina e
teofilina. Esses compostos encontram-se distribuidos em toda a planta, tanto nas
folhas, quanto nas flores, com predominancia nas sementes (SOTELO & ALVAREZ,
1991).

Nas ultimas décadas, diversas pesquisas tém sido realizadas em outras espécies
de Theobroma, a fim de encontrar aplicacdes econémicas similares as do Theobroma
cacao (SOTELO & ALVAREZ, 1991). Depois do cacau, 0 cupuagu € a especie

vegetal de maior interesse econdémico no género.

3.6. Theobroma grandiflorum

Theobroma grandiflorum, popularmente conhecido como cupuagu é uma
espécie frutifera nativa da Amazonia. A arvore do cupuagl € de médio porte, em suas
condigBes naturais atinge até 20 metros de altura; suas folhas sdo longas e largas com
25 a 30 cm de comprimento e 10 a 15 cm de largura; as folhas quando jovens sdo de
cor rosea e quando maduras sao de coloracdo verde-escura e suas flores sdo grandes e
vermelhas (GONDIN et al., 2001).

O fruto de Theobroma grandiflorum (Fig. 9) é o maior do género, possui casca
dura, de coloracdo marrom escuro, podendo apresentar-se em diferentes formatos:
redondo, eliptico, obovado, oblongo e ovado (MATOS, 2007). Dependendo de seu
formato, o comprimento e didmetro do fruto podem variar respectivamente de 12 a 25
cm e de 10 a 12 cm, assim como seu peso, variando de 500 a 4.500 g, bem como o

rendimento de sua polpa e de suas sementes (GONDIN et al., 2001).
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Figura 9. Frutos de Theobroma grandiflorum (cupuagu).

Segundo MATOS (2007), ndo ha diferencas em relacdo as caracteristicas
fisico-quimicas do fruto de diferentes formatos. Entretanto destaca-se 0 cupuacu
obovado, com maior rendimento de polpa (39,81%), e o cupuacu eliptico, com maior
rendimento de sementes (26,46%).

O cupuagu é uma das frutas mais populares do Amazonas. Assim como 0
cacau, 0 mesocarpo (polpa) é utilizado na culinéria brasileira no preparo de sucos,
sorvetes, licores, bolos, balas, bombons entre outros, contribuindo para o
desenvolvimento econdmico da regido (RIZZINI & MORS, 1995). O epicarpo do
cupuacu tem sido utilizado para elaboragéo de pées, uma vez que, sdo fontes potencias
de fibra alimentar (79,8%), ndo gerando alteracdes nas caracteristicas quimicas, fisicas
ou reoldgicas dos paes (SALGADO et al., 2011).

Das sementes do cupuacu € produzido o cupulate, produto com caracteristicas
similares ao chocolate, ndo havendo diferencas significativas em suas caracteristicas
fisico-quimicas (cor, odor, sabor, textura e consisténcia) com uma boa relagdo custo
beneficio (NAZARE et al., 1990). Ademais, de suas sementes é extraida a matéria
prima para as industrias farmacéuticas e de cosméticos, umas principais fontes que
contribuem para o desenvolvimento do cupuagu como uma matéria-prima emergente.

A polpa do cupuagu apresenta-se com carater acido (pH 3,4). O teor de

proteinas, lipidios, cinzas, fibras e matéria seca sdo, respectivamente 8,8%, 12,7%,
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5,3%, 14,3% e 12,1%. Possui composi¢cdo rica em aminoacidos e &cidos graxos,
destacando-se os acidos palmitico, oleico e a-linoléico, além da presenca de elementos
importantes a saude como potassio (34,3 mg/g), fosforo (15,7 mg/g), magnésio (13,1
mg/g), célcio (5,5 mg/g), sédio (2,5 mg/g), e outros elementos em concentragdes
inferiores a 0,1 mg/g, como ferro, zinco, cobre e manganés (ROGEZ et al., 2004).

Segundo FRANCO & SHIBAMOTO (2000), o aroma peculiar, agradavel e
exotico da polpa do cupuacu é atribuido a presenca de diversos compostos volateis,
principalmente por ésteres, com predominancia de 42% de butanoato de etila e 22% de
hexanoato de etila, confirmando os trabalhos realizados por ALVES & JENNINGS
(1979), cujos componentes majoritarios na polpa do cupuacu foram os dois compostos
citados acima. Além desses compostos, FRANCO & SHIBAMOTO (2000)
observaram a presenca de outros ésteres em propor¢cbes menores, e 12%
correspondente a presenca de acido hexadecandico.

QUIJANO & PINO (2007) descreveram uma quantidade maior de compostos
volateis utilizando extragdo liquido-liquido. Eteres, terpenos, alcodis, &cidos e
lactonas, com predominéncia de hexanoato de etila, linalol e butanoato de etila foram
detectados utilizando cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-
DIC) e cromatografia gasosa com detector de massas (CG-EM).

A polpa do fruto do cupuagu apresenta pequeno potencial antioxidante
(GONCALVES et al.,, 2010). O maior potencial é atribuido a suas sementes
(CONTRERAS-CALDERON et al., 2011) que s@o fontes de compostos fendlicos
(Fig. 10), tais como a (+) — catequina (XIV), (-) — epicatequina (XV), quercetina
(XVI), caempferol (XVII), quercetina 3-O-p-D-glucuronideo 6°’-metil éster (XVIII),
isoescutelarina 8-O-B-D-glucoronideo 6’ metil-éster (XIX), isoescutelarina 8-O-p-D-

glucoronideo (XX), hipolaetina 8-O-B-glucoronideo (XXI), quercetina 3-O-B-D-
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glucoronideo (XXII), e dois novos flavonoides sulfactados glicosilados: teograndina |

(XXI1I) e teograndina I (XXIV) (YANG et al., 2003).
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(XX) - isoscutelarina 8-O-B-D-glucoronideo (R1=H; R2=H; R3=0SO;H)
(XXI) - hipolaetina 8-O-B-glucoronideo (R1=0OH; R2=H; R3=0SO;H)
(XX11) - quercetina 3-O-B-D-glucoronideo (R1=H; R2=H; R3=0H)
(XXI111) - teograndina | (R1=OH; R2=H;R3=0H)

(XXI1V) - teograndina Il (R1=H; R2=Me; R3=0H)

Figura 10. Compostos fendlicos encontrados nas sementes de Theobroma grandiflorum.

Pagina | 20



Assim, Theobroma grandiflorum evidencia-se como uma importante espécie
na regido amazoénica devido aos seus diversos usos e aplicacdes, nas industrias de
alimentos, farmacéuticas e de cosmeéticos. Ao longo do processo de domesticacdo do
cupuacu, algumas aplicacbes tém sido atribuidas aos residuos provenientes do
processo de industrializacdo, entretanto, muitos sdo os residuos industriais gerados,

sem aplicacdo util a sociedade.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do material vegetal

Os frutos do cupuacu foram adquiridos comercialmente em abril de 2012, no
entanto, todos os frutos foram originados da mesma propriedade, localizada em
Manaus, no Estado do Amazonas (Brasil). Apos a aquisicdo, os frutos foram
devidamente higienizados em A&gua corrente e separados 0s residuos de suas
respectivas polpas. Posteriormente, os residuos foram reservados, limpos, secos em
estufa com circulagdo de ar a 45 °C, e triturados em moinho de quatro facas.

4.2. Métodos utilizados para obtencéo dos extratos.

Todos os métodos de extracao foram realizados para o epicarpo (EPC) e para o
endocarpo (EDC) de Theobroma grandiflorum utilizando aproximadamente 50 g do
material vegetal. Tanto os extratos do epicarpo (EEPC) quanto os extratos do
endocarpo do cupuacu (EEDC) foram obtidos utilizando trés métodos de extracdo:
sonicacdo (SON), soxhlet (SOX) e maceracdo (quente (MQ) e a frio (MF)). Para cada
método houve variacdo na composicdo dos solventes em etanol e etanol/agua (7:3).
Todos os extratos foram preparados em triplicata pra garantir a reprodutibilidade do
experimento e selecdo do melhor método de obtencdo. Na figura 11 sdo apresentados
os procedimentos realizados para a obtencdo dos extratos brutos do EPC e EDC do
cupuacu. Nas sessdes seguintes séo descritos os procedimentos realizados com mais

detalhes para melhor compreenséo do trabalho.
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Figura 11. Procedimentos realizados para a obtencdo dos extratos brutos para posterior caracterizacdo das substancias fenélicas
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4.2.1. Extracdo por sonicacdo (SON)

Em um erlenmeyer de 1 litro adicionou-se o material vegetal, seguido da
adicdo de 500 mL de etanol e extraiu-se em ultrassom por 30 minutos. Apos a extracao
do material vegetal, prosseguiu-se o experimento com uma filtracdo simples e
posterior eliminacdo do solvente em evaporador rotatorio sob pressao reduzida. Apos a
eliminacdo do solvente o extrato permaneceu na capela para eliminar qualquer
possibilidade de resquicios do solvente, apos isto foi armazenado em dessecador por
alguns dias para remover a agua proveniente do etanol durante o processo de extracao
e posteriormente pesado para o célculo do rendimento. Para a obtencdo dos extratos
hidroalcodlicos por sonicacdo, os procedimentos realizados foram o0s mesmos
descritos acima, apenas com variacdo na composicao do solvente de extracdo, onde se
utilizou uma mistura de etanol/agua (7:3). Todos os extratos hidroalcodlicos de todos
0s métodos utilizados, apds a eliminacdo do solvente em evaporador rotatorio sob
pressao reduzida foram liofilizados para a eliminacdo total da agua presente.

4.2.2. Extracao por soxhlet (SOX).

Em um baldo com capacidade para 500 mL adicionou-se 0 material vegetal,
seguido da adicdo de 350 mL de etanol. O processo de extracdo teve a duracdo de
aproximadamente 5 horas ou, o equivalente a cinco ciclos de extracBes. Apds a
extracdo, o material vegetal foi submetido a uma filtracdo simples com posterior
eliminacdo do solvente em evaporador rotatoério sob pressdao reduzida. Apéds a
eliminacdo do solvente o extrato permaneceu na capela para eliminar qualquer
possibilidade de resquicios do solvente, apos isto foi armazenado em dessecador por
alguns dias para remover a agua proveniente do etanol durante o processo de extracao
e posteriormente pesado para o célculo do rendimento. Para a obtengdo dos extratos

hidroalcoolicos por soxhlet, os procedimentos realizados foram os mesmos descritos
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acima, apenas com variacdo na composicdo do solvente de extracdo, onde se utilizou
uma mistura de etanol/agua (7:3).

4.2.3. Extracdo por maceracgao

A extracdo por maceracdo foi realizada utilizando duas temperaturas distintas:
fez-se maceracdo a quente (MQ) e maceracdo a frio (MF). A maceracao a frio foi
realizada a temperatura ambiente, (aproximadamente 25 °C), por um periodo de 72
horas. Apds o tempo de extracdo o material vegetal foi submetido a filtracdo simples
com posterior eliminacdo do solvente em evaporador rotatério sob pressdo reduzida.
Depois da eliminacdo do solvente, o extrato permaneceu na capela para eliminar
qualquer possibilidade de resquicios do solvente, apos isto foi armazenado em
dessecador por alguns dias para remover a agua proveniente do etanol durante o
processo de extracdo e posteriormente pesado para o célculo do rendimento. Para a
obtencdo dos extratos hidroalcodlicos por maceracdo a frio, o procedimento utilizado
foi o mesmo descrito acima, apenas com variagdo na composi¢cdo do solvente de
extracdo, onde se utilizou uma mistura de etanol/agua (7:3).

Para a extracdo por maceracdo a quente adicionou-se o material vegetal em um
erlenmeyer de 1 litro, seguido da adi¢cdo de 500 mL de etanol. A maceragdo a quente
foi realizada em banho-maria a uma temperatura de 50 ° C, por um periodo de 2 horas
sob agitacdo com bastéo de vidro. Apds o tempo de extracdo e ao atingir a temperatura
ambiente o material vegetal foi submetido a filtracdo simples e posterior eliminacéo do
solvente em evaporador rotatdrio sob pressao reduzida. Apds a eliminacéo do solvente
0 extrato permaneceu na capela para eliminar qualquer possibilidade de resquicios do
solvente, apos isto foi armazenado em dessecador por alguns dias para remover a agua
proveniente do etanol durante o processo de extracdo e posteriormente pesado para o

calculo do rendimento. Para a obtencéo dos extratos hidroalcodlicos por maceragéo a
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quente, o procedimento realizado foi 0 mesmo descrito anteriormente, apenas com
variacdo na composicdo do solvente de extracdo, onde se utilizou uma mistura de
etanol/agua (7:3).
4.3. Extracédo dos flavonoides

Em um béquer, solubilizou-se um grama de extrato bruto (EPC e EDC) obtido
pelo método soxhlet (sessdo 4.3.2) em 10,0 mL de uma mistura composta por
etanol/agua (8:2). Apos a solubilizacao total, o extrato aquoso foi submetido a particao
com hexano para a remog¢do de substancias apolares tais como gorduras, esterois e
pigmentos; em seguida o extrato foi particionado com diclorometano e acetato de etila
para a extracdo dos flavonoides agliconas pouco polares, tais como flavonas,
flavonois, flavanonas, di-hidroflavondis e outras agliconas com elevado grau de
metilacdo; e, finalmente, o extrato foi particionado com metanol para a extracdo das
agliconas poli-hidroxiladas. Em seguida, todas as fases organicas tiveram seus
solventes eliminados em evaporador rotatorio sob pressao reduzida.
4.4. Extragéo das metilxantinas

Todas as metodologias utilizadas para a extracdo das metilxantinas séo
compostas por duas etapas: a primeira etapa compreende a extragdo desta classe de
substancias a partir do material vegetal e a segunda etapa compreende a remocao das

metilxantinas presentes no extrato obtido por particdo liquido-liquido.

Extragao

das
metilxantinas

Metodologia 1 Metodologia 2 Metodologia 3 Metodologia 4

N

Espectrometria
de CLAE-UV

massas

Figura 12. Procedimentos realizados para a extragdo e caracterizacdo das metilxantinas nos extratos
do epicarpo e endocarpo de T. grandiflorum.



4.4.1. Metodologia 1 (REGINATTO et al., 1999)

Para a obtencdo do extrato das metilxantinas adicionou-se 10 g do material
vegetal (EPC e EDC), em um erlenmeyer com capacidade para 500 mL contendo 300
mL de uma solucdo aquosa de H,SO,4 (aq) 20% e ferveu-se a mistura em chapa
aquecedora por 10 minutos (Fig. 13). Durante o processo de ebuli¢do a solucdo aquosa
do extrato acido permaneceu a uma temperatura de 94 °C. Apds atingir a temperatura
ambiente o extrato obtido foi submetido a uma filtracdo simples e neutralizado pela
adicdo de NH4OH,q) 30%. O processo de neutralizagéo foi realizado com cautela, uma
vez que a reacao € extremamente exotérmica. Apds a neutralizacdo, o extrato aquoso
foi particionado com uma mistura de cloroférmio/isopropanol (3:1). Em seguida, a
fase organica teve seu solvente eliminado em evaporador rotatorio sob pressdo

reduzida, obtendo-se um extrato rico em metilxantinas.

Figura 13. Extracdo das metilxantinas de acordo com REGINATTO et al., 1999.
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4.4.2. Metodologia 2 (LI et al., 1990)

Para a obtencdo do extrato das metilxantinas adicionou-se 1 g do material
vegetal (EPC e EDC) em um erlenmeyer acrescido de 96 mL de agua destilada e 4 mL
de acetato de chumbo. Aqueceu-se essa mistura em chapa aquecedora, sob agitacao
constante, por um periodo de 5 minutos a uma temperatura de 80 °C. Apoés atingir a
temperatura ambiente, completou-se o volume correspondente a 100 mL com agua
destilada e o extrato foi submetido a uma filtracdo simples. Ao filtrado, adicionou-se
carbonato &cido de sodio na propor¢cdo de 0,1g de NaHCOj; para cada 10 mL de
solucdo filtrada e, apoOs a solubilizacdo total do carbonato &cido de sodio, foram
realizadas sucessivas filtragdes.

Apds a obtencdo do extrato, uma aliquota de 50,0 mL foi retirada e alcalinizada
pela adicdo de uma solucéo de hidroxido de sédio 1M (NaOH) até atingir pH 12,5, em
seguida o extrato foi particionado varias vezes com cloroférmio (10,0 mL). Apds isto,
todas as fases organicas (CHCI3) foram reunidas e seu solvente eliminado em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida para a obtencdo de um extrato rico em
cafeina. E, a solucdo aquosa remanescente foi transferida para um baldo volumétrico
com capacidade para 100,0 mL completando seu volume com agua destilada. Retirou-
se uma aliquota de 10,0 mL e transferiu-se para um recipiente e completou-se o
volume com &gua destilada para 50,0 mL. Em seguida, adicionou-se 2,5 mL de uma
solucéo de HCI (aq) 2% e completou-se o volume com &gua destilada para 100,0 mL
e, finalmente a fracdo aquosa foi liofilizada para a obtencdo de um extrato rico em

teobromina.
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4.4.3. Metodologia 3

Para a obtencdo do extrato das metilxantinas adicionou-se 10 g do material
vegetal (EPC e EDC) em um erlenmeyer com capacidade para 500 mL, somados a 5 g
de carbonato de célcio e 100 mL de &gua destilada. Em seguida a mistura foi aquecida
por um periodo de 30 minutos em chapa aquecedora para a obtencédo do extrato. Apos
atingir a temperatura ambiente o extrato foi neutralizado pela adicdo de uma solucéo
aquosa de HCI (o) 2% e, em seguida realizou-se uma filtragéo a vacuo. Posteriormente
a filtracdo particionou-se o extrato com cloroférmio (10,0 mL) e todas as fases
organicas (CHCI3) foram reunidas e seu solvente eliminado em evaporador rotatorio

sob pressdo reduzida para a obtencdo de um extrato rico em metilxantinas.

4.4.4. Métodologia 4 (GIORDANI et al., 2008 com modificacGes)

Para a realizacdo dessa extracdo algumas modificacdes foram realizadas em
funcdo da disponibilidade de alguns reagentes, como a substituicdo do HCI 10% por
HCI 2%, do solvente éter utilizado para remover as substancias de média e baixa
polaridade pelo hexano e pelo DCM e a substituicdo do n-butanol pelo DCM. Para a
extracdo dos alcaloides 1 g do EEPC obtido pelo método MQ e 1 g do EEDC obtido
pelo método SOX foi ressuspenso em agua e acidificado com uma solucdo aquosa de
HCI (aq) 2% até atingir o pH~3,0. O extrato aquoso acidificado foi particionado com
hexano e posteriormente com diclorometano diversas vezes até a maxima remocao das
substancias de baixa e média polaridades. Apos a remoc¢do das respectivas fases
organicas, a fase aquosa remanescente foi alcalinizada com uma solucdo aquosa de
NH4OH ) 30% até atingir o pH~10. Em seguida, o extrato foi particionado com

diclorometano (10,0 mL) e a fase organica (CH,CI,) teve seu solvente eliminado em

Pagina | 28



evaporador rotatorio sob pressdo reduzida para a obtencdo de um extrato rico em

alcaloides (Fig. 14).
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Figura 14. Extracdo dos alcaloides pelo método descrito por GIORDANI et al., 2008 com modificagdes.
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4.5. Testes quimicos / bioldgicos

Os ensaios colorimétricos de fendis totais, flavonoides totais e a varredura de
radicais livres frente ao radical DPPH*, ao cétion radical ABTS** e ao dnion superéxido
foram realizados no Laboratorio de Atividades Bioldgicas | (BIOPHAR) na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas. Todos 0s extratos obtidos

foram submetidos aos ensaios colorimétricos descritos acima.

4.5.1. Fenbis Totais

4.5.1.1. Ensaio qualitativo

Aplicou-se um volume de 5 pL de cada extrato e do padréo acido galico em
placa de cromatografia em camada delgada (CCD) na concentracdo de 1 mg/mL. Para
a revelagdo das substancias fenolicas utilizou-se uma solucdo de cloreto férrico
(FeCl3) em etanol 10%. A mudanca de coloracao do extrato para azul é um indicativo

da presenca de substancias fenolicas (Fig. 15).

& & 0
Adicao de FeCI3 10%
Em etanol 4 < @]
O O 8
CCD com os extratos Resultado positivo

Figura 15. Representacdo do ensaio qualitativo de Fendis totais.

4.5.1.2. Ensaio quantitativo

Para a quantificacdo de fenois totais utilizou-se o método de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON & ROSSI, 1965). O éacido galico foi utilizado como padrdo de
fenolicos e a atividade expressa em percentuais (%). O reagente de Folin-Ciocalteu
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consiste na mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotungstico, onde o molibdénio
encontra-se no estado de oxidacéo (V1) formando um complexo de coloragcdo amarela;
na presenca de agentes redutores como substancias fendlicas forma-se o complexo
molibdénio-tungsténio de coloracéo azul.

Para a realizacdo do ensaio, solubilizou-se 10 mg de cada extrato em 1000 pL
de etanol P.A., em seguida retirou-se uma aliquota de 50 uL e diluiu-se em 450 pL de
etanol P.A.. Em uma microplaca de 96 pocos adicionou-se uma aliquota de 10 pL do
extrato diluido na concentracdo de 1 mg/mL acrescido de 50 uL do reagente de
reagente Folin-Ciocalteu 10%. Apo6s 8 minutos sob auséncia de luz, adicionou-se 240
uL de uma solucdo de carbonato de sédio 0,4%. Apds 3 minutos em repouso e ao
abrigo da luz mediu-se a absorbancia em espectrofotdmetro de UV/VIS Beckman

Couter DXT 800, em comprimento de onda correspondente a 620 nm.

4.5.2. Flavonoides Totais

4.5.2.1. Ensaio quantitativo

Para a quantificacdo de flavonoides totais utilizou-se 0 método colorimétrico
do cloreto de aluminio (ZHISHEN et al., 1999) e quercetina como padrdo de
flavonoide. Solubilizou-se 10 mg de cada extrato em 1000 pL de dimetilsufoxido
(DMSO0). Retirou-se uma aliquota de 50 pL e diluiu-se em 450 uL de (DMSO). Em
uma microplaca de 96 pocos adicionou-se em cada po¢o uma aliquota de 30 uL do
extrato na concentracdo de 1 mg/mL acrescido de 90 pL de etanol, 6uL de cloreto de
aluminio 10%, 6pL de acetato de potassio 1M e 168 uL de agua destilada. Apds 30
minutos em repouso e ao abrigo da luz mediu-se a absorbancia em espectrofotdmetro
de UV/VIS Beckman Couter DXT 800 em um comprimento de onda correspondente a

510 nm.
Pagina | 31



4.5.3. Varredura de radicais livres

A varredura de radicais livres foi realizada utilizando os métodos
colorimétricos do DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), ABTS** (2,2’-azinobis (3-

etilfenil-tiazolina-6-sulfonato) e do anion superdxido.

4.5.3.1. Ensaio qualitativo do radical livre DPPH*

Aplicou-se um volume de 5 pL de cada extrato e do padrdo quercetina em
placa de CCD na concentracdo de 1 mg/mL. Para a revelacéo da atividade antioxidante
presente nos extratos utilizou-se uma solucdo metandlica de DPPH* na concentragdo
de 0,8 mM/mL. O aparecimento de manchas amarelas é indicativo positivo da
presenca de substancias com atividade antioxidante em comparacdo com o padrdo

quercetina (Fig. 16).

Adicéo da solugéo de DPPH

CCD com os extratos Resultado positivo

Figura 16. Representacdo do ensaio qualitativo de DPPH.

4.5.3.2. Ensaio quantitativo do radical livre DPPH*

A atividade antioxidante foi avaliada por meio da capacidade sequestrante do

radical DPPH* (MOLYNEUX, 2004). Para a realizacdo deste ensaio utilizou-se a

quercetina como padrdo antioxidante, e a atividade expressa com valores de

concentracdo eficiente (CEsp). Os extratos foram solubilizados em dimetilsulfoxido
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(DMSO) e preparados em diferentes concentracfes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
1,56; 0,78 pug/mL). Em uma microplaca de 96 pocos, adicionou-se 30 pL dos extratos
e do padrdo (em triplicata) em diferentes concentracGes e, em seguida, adicionou-se
270 pL da solucédo de DPPH (0,8 mmol/L) em cada poco. As leituras das absorbancias
das amostras foram realizadas ap6s 30 minutos da adi¢do da solucdo de DPPH*, em
espectrofotbmetro de UV/VIS Beckman Couter DXT 800 a 517 nm. Atraves dos
valores obtidos das leituras das absorbancias e por regressdo linear foram obtidos os

valores de CEsy.

4.6.3.3. Ensaio quantitativo do cation radical ABTS*+

O método foi baseado na capacidade redutora do cation radical ABTS™ (RE et
al, 1999). Para a realizacdo deste ensaio utilizou-se TROLOX® como padréo
antioxidante, e a atividade expressa em porcentagem. Os extratos foram solubilizados
em dimetilsulféxido (DMSO) e na concentracdo de 100 pg/mL foram adicionados 30
puL de cada extrato (em triplicata) em uma microplaca de 96 pogos. Em seguida
adicionou-se 270 pL da solugdo de ABTS™. As leituras das absorbancias das amostras
foram realizadas apds 30 minutos da adicdo da solucdo padrdo em espectrofotémetro

de UV/VIS Beckman Couter DXT 800 a 715 nm.
4.5.3.4. Ensaio quantitativo do &nion radical superdxido

O método foi baseado na capacidade varredora do anion radical superdxido
(OZTURK et al., 2007). Para a realizagéo deste ensaio utilizou-se o acido galico como
padrdo antioxidante, e a atividade expressa em porcentagem. Os extratos foram
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) e na concentragdo de 100 pg/mL foram

adicionados 50 pL de cada extrato (em triplicata) em uma microplaca de 96 pogos. Em
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seguida adicionou-se 100 pL da solucdo de Nitrobluetetrazolium (NBT) a 250 yM
somados a 100 uL. de NADH (390 uM) e 100 pL de fenazina metilsulfato (PMS) a 10
uM. As leituras das absorbancias das amostras foram realizadas ap6s 5 minutos da
adicdo todos os reagentes em espectrofotdmetro de UV/VIS Beckman Couter DXT
800 a 560 nm.

4.6. Métodos Espectroscopicos

4.6.1. Espectrometria de massas

Os espectros de massas foram obtidos no Laboratério de Espectrometria de
Massas da Universidade Federal do Amazonas em espectrometro de massas LCQ-
Fleet da Thermo, com detector do tipo lon-Trap. Os extratos foram devidamente
solubilizados em metanol de grau CLAE e diluidos a uma concentracdo de 5 ppm. As
amostras foram injetadas por insercdo direta no espectrometro de massas com uma
taxa de fluxo de 20 pL/minuto. Para a avaliacdo do perfil dos compostos fenolicos
utilizou-se 0 modo negativo de ionizacdo [M+H] " e os espectros foram obtidos em
uma faixa de m/z 100 a 800 com a voltagem do spray de 4,9 Kv, temperatura do
capilar de 280 ° C e voltagem do capilar de 26 V. Para a avaliacdo do perfil das
metilxantinas foram realizados os mesmos procedimentos descritos acima, entretanto,
as analises foram realizadas no modo positivo de ionizagdo [M+H] * em uma faixa de
m/z 150 a 230. Para a fragmentacdo dos ions, as condi¢fes utilizadas também foram as

mesmas descritas acima, apenas com variagao nas energias de colisdes para cada ion.

4.6.2. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
carbono (RMN *3C) foram realizados em espectrdmetro da Varian modelo INOVA de
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11,7 T, do Centro de Biotecnologia da Amazdnia (CBA), operando a 500 MHz para
'H e 125 MHz para *C. As amostras foram solubilizadas em 600 uL de cloroférmio
deuterado (CDCl3). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) em relacdo ao padrio interno TMS (6= 0,00) e as constantes de

acoplamento (J) em Hertz (Hz).

4.7. Métodos Cromatograficos
4.7.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV)

As analises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Atividades
Biologicas e Farmacéuticas | (BIOPHAR) na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em cromatografo liquido com detector de
Ultravioleta (UV) da SHIMADZU. Para a separacdo cromatografica utilizou-se uma
coluna de fase reversa (C18) da marca VARIAN (250 x 4,6 mm) — modelo Microsorb —
MV 100 — 5. As eluicGes realizadas para identificacdo das metilxantinas foram
realizadas em um tempo de analise correspondente a 30 minutos usando um sistema em
gradiente constituido por acetonitrila/acido formico 0,05%, monitorados em um
comprimento de onda de 274 nm. Os padrbes de teobromina, teofilina e cafeina foram
injetados nas concentragdes de 10 pg/mL, 2 pug/mL e 2 pg/mL respectivamente.
Utilizou-se um volume de injecéo de 10 uL com uma taxa de fluxo de 0,75 mL/minuto.

4.8. Métodos Estatisticos

Para a otimizacdo do processo de extragdo utilizou-se como metodologia
estatistica a Analise de Variancia Multivariada (MANOVA) baseada em um
delineamento de experimento fatorial com resposta multivariada (JOHNSON &

WICHERN, 2007), utilizando uma versdo gratuita do software estatistico MINITAB®
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16.0 (http://www.minitab.com/pt-BR/products/minitab/free-trial.aspx). Utilizou-se o

fator método de extragdo nos niveis maceracdo a frio, maceracdo a quente, soxhlet e
sonicacdo e o fator solvente nos niveis etanol e etanol/agua (7:3). A resposta
multivariada é a terna (% de rendimentos, % de fendlicos e % de flavonoides)

representada estatisticamente por
Yijk: (Rijky Feijk, Flijk)’, i= 1,2,3 j =1,23,4, k= 1, 2.

onde, Rijk (Feijk, Flij) é o percentual de rendimento (fenolicos, flavonoides) medido no i-
ésimo extrato (do epicarpo ou do endocarpo) usando j-ésimo método de extracdo e k-
ésimo tipo de solvente. A MANOVA ¢ desbalanceada, pois para cada método foram
obtidas trés medidas do percentual de rendimentos, nove medidas de leituras do
percentual de fenolicos e nove de flavonoides.

O modelo estrutural utilizado para o delineamento fatorial é representado por
Yijk = U+ Tj + i+ yj + Eiji

em que x = (1, 4™, 1) é o vetor de médias globais, 7; = (%, 1%, 7;"') mede o efeito
do j-6simo método de extracdo, B = ( A& AE ) representa o efeito do k-ésimo tipo
de solvente, yi = (i, 7k & 7k ) mede o efeito da interagdo método-solvente e Eij
representa 0 erro aleatorio. As comparacOes de médias entre os niveis dos fatores
(método, solvente e método-solvente), quando necessarias foram realizadas através do

teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composicdo fisica dos frutos de Theobroma grandiflorum

Os frutos utilizados para caracterizacdo quimica das substancias fenodlicas e das
metilxantinas apresentaram pesos médios de 1,3952 kg. Como pode ser verificado na
tabela 2, o maior percentual observado esté relacionado com a composi¢do das cascas dos
frutos (epicarpo), com valor médio equivalente a 42,16% em relacdo ao peso integral do

fruto, seguido da polpa (mesocarpo) com 39% e das sementes com 14,2%.

Peso dos frutos (Kg) Epicarpo (%0) Sementes (%0) Mesocarpo (%)
1,3520 42,70 17,10 37,60
1,2700 43,10 13,10 39,40
1,2980 44,10 13,90 37,70
1,5400 39,90 13,40 43,40
Média 1,3952 42,16 14,20 39,00

Tabela 2. Composigdo fisica dos frutos de T. grandiflorum.
Fonte: o autor

E possivel notar que a quantidade de residuos gerados em detrimento do
processamento do fruto do cupuagu € relativamente expressiva, visto que o percentual de
epicarpo e sementes corresponde a mais que a metade do fruto em relacdo ao mesocarpo
(39%), que é a principal movimentacdo econémica desta espécie em ascensdo. Portanto, é
evidente a importancia do estudo de caracterizacdo quimica desses residuos, a fim de se
obter o aproveitamento integral do fruto, beneficiando os produtores, as agroindustrias, 0s
consumidores e, principalmente, 0 meio ambiente.

5.2. Selecdo do Metodo de Extracéo

Nas tabelas 3 e 4 sdo apresentados respectivamente os resultados obtidos para os

rendimentos dos extratos e a quantificacdo de fendlicos e flavonoides totais do EPC e

Péagina | 37



EDC do cupuagu utilizados para a realizacdo das analises estatisticas (MANOVA,

ANOVA e Tuckey).
Extratos do Epicarpo do cupuagu
Etanol Etanol / 4gua (7:3)
Rw Feéw Fe (o medio) Flog  Fl (9 medio) Rw Few  Feowmudo Fl o FI' (9 medio)
MF 2,80 14,77 12,88 3,84 3,00 10,10 11,22 9,28 3,06 2,66
9,46 2,21 6,49 2,19
14,42 2,96 10,13 2,72
2,70 15,69 13,02 3,90 3,13 8,60 13,03 9,83 3,12 2,67
8,79 2,17 6,50 2,25
14,57 3,32 9,95 2,63
2,60 15,65 12,98 3,31 2,96 9,00 11,79 9,50 3,02 2,70
8,54 2,32 6,67 2,29
14,74 3,24 10,05 2,80
MQ 3,10 9,12 11,39 2,39 4,23 11,50 10,58 9,11 2,71 2,7
14,17 5,04 10,11 2,74
10,88 5,27 6,66 2,65
3,40 9,53 11,48 2,18 4,07 9,50 10,58 9,32 1,66 1,64
14,08 4,65 10,95 1,88
10,84 5,38 6,43 1,39
3,20 9,75 11,48 2,30 4,19 9,10 8,79 8,41 2,77 2,73
13,63 4,68 10,03 2,94
11,06 5,58 6,41 2,48
SON 4,40 9,83 10,72 2,74 3,52 10,20 5,27 8,87 2,17 1,93
10,80 2,05 10,43 2,02
11,53 5,76 10,29 1,61
4,60 10,95 11,48 2,74 3,50 8,30 5,34 9,01 2,04 1,84
10,76 2,24 11,33 1,91
12,72 5,53 10,37 1,56
4,70 10,59 11,11 2,87 3,76 8,30 5,08 8,19 2,14 2,45
10,50 2,30 10,83 3,06
12,24 6,10 8,65 2,14
SOX 4,50 8,36 9,13 3,13 3,06 11,50 8,97 9,02 1,66 1,64
10,58 2,78 8,95 1,68
8,46 3,28 9,13 1,58
4,40 7,28 9,23 3,03 2,69 8,60 11,09 10,56 1,61 1,65
11,98 2,36 10,66 1,71
8,43 2,68 9,92 1,62
3,80 8,42 9,66 2,97 2,73 9,00 10,23 10,84 2,35 1,88
11,83 2,35 10,97 1,58
8,72 2,86 11,32 1,71

Tabela 3. Resultados obtidos para o rendimento dos extratos, quantificacdo de fendlicos e flavonoides

totais do epicarpo do cupuagu.

(R=rendimento; Fe=fenolicos totais; FI=flavonoides totais; MF=maceracdo a frio; MQ=macera¢do a quente;
SON=sonicagdo; SOX=soxhlet).
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Extratos do endocarpo do cupuagu

Etanol Etanol / agua (7:3)
Ry Fewy Feowmedioy Fley Fleomsio Rey Feowy Feoomadioo Floy  Fl o6 medio)
MF 22,70 3,87 3,15 0,11 0,04 22,20 9,52 9,44 0,92 0,92
2,62 0,00 8,93 0,88
2,95 0,00 9,86 0,96
20,16 3,68 3,26 0,00 0,00 22,60 7,31 8,05 0,71 0,73
2,80 0,00 7,95 0,74
3,30 0,00 8,89 0,75
20,40 3,36 3,08 0,05 0,02 19,60 7,12 8,46 0,60 0,66
3,24 0,00 8,91 0,67
2,65 0,00 9,34 0,72
MQ 19,00 5,23 5,18 0,00 0,00 24,00 9,46 10,61 0,73 0,60
5,16 0,00 11,59 0,53
5,16 0,00 10,78 0,53
19,30 5,76 5,04 0,00 0,00 23,80 9,88 10,18 0,42 0,52
4,86 0,00 10,39 0,58
4,50 0,00 10,26 0,57
19,40 5,34 4,84 0,00 0,00 23,80 10,05 10,16 0,43 0,59
4,83 0,00 10,30 0,61
4,36 0,00 10,12 0,74
SON 15,80 3,67 3,00 0,00 0,00 21,70 7,46 7,55 0,65 0,65
2,89 0,00 7,61 0,60
2,45 0,00 7,57 0,69
12,20 3,55 3,32 0,00 0,00 19,90 7,65 7,52 0,68 0,58
3,08 0,00 7,19 0,56
3,34 0,00 7,73 0,51
10,90 3,56 3,49 0,00 0,00 20,70 7,61 7,81 0,90 0,97
2,92 0,00 8,07 1,07
3,98 0,00 7,75 0,95
SOX 2050 5,19 4,60 0,22 0,24 26,00 12,05 12,48 1,14 0,97
4,75 0,24 13,08 0,83
3,88 0,26 12,30 0,93
21,00 5,15 4,70 0,23 0,16 26,50 13,03 12,86 1,02 0,96
4,42 0,12 12,66 0,90
4,53 0,13 12,88 0,97
22,00 4,04 4,90 0,26 0,29 27,00 14,01 13,24 1,12 0,88
5,09 0,30 12,23 0,63
5,56 0,30 13,47 0,90

Tabela 4. Resultados obtidos para o rendimento dos extratos, quantificacdo de fendlicos e flavonoides totais do

endocarpo do cupuagu.
Fe=fenodlicos totais;

(R=rendimento;

SON=sonicagdo; SOX=soxhlet).

Fl=flavonoides totais;

MF=maceracdo a frio;

MQ=maceracdo a quente;
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Para a selecdo do método para a extracdo das substancias fendlicas foram
considerados o0s rendimentos dos extratos brutos, os percentuais das substancias
fenolicas, dos flavonoides, as atividades antioxidantes e o perfil dos extratos realizados
por espectrometria de massas. Para avaliar o efeito do metodo de extracdo e da
composicdo do solvente nos percentuais de rendimentos, fendlicos e flavonoides dos
extratos brutos, utilizou-se a Anélise de Variancia Multivariada (MANOVA) baseada em
um delineamento de experimento fatorial com resposta multivariada.

Na tabela 5 sdo apresentados os resultados da MANOVA em termos de valor-p. E
considerado significativo (valor-p < 0,05) o efeito de interacdo entre 0 método de
extracdo e a composicdo do solvente, tanto para os EEPC quanto para os EEDC. Como o
valor-p observado é significativo sabe-se que as interacdes solvente-método de extracdo
exercem influencias em pelo menos uma das variaveis respostas, podendo ser tanto no
percentual de rendimentos quanto no percentual de fendlicos ou flavonoides, sugerindo a

continuidade da analise multivariada.

Critério Est. de Teste F aproximado valor-p

Wilks 0,0501 9,2020 0,0000

Epicarpo Lawley-Hotelling 8,7154 12,266 0,0000
Pillai's 1,5279 5.5360 0,0000

Wilks 0,1049 5,7990 0,0000

Endocarpo Lawley-Hotelling 3,7969 5,3440 0,0000
Pillai's 1,4839 5,2200 0,0000

Tabela 5. Manova para efeito de interagdo entre 0 método de extracdo e a composi¢do do solvente para
0s extratos do epicarpo e endocarpo de T. grandiflorum.

A tabela 6 mostra a correlacio entre as variaveis observadas. E considerada a
existéncia de correlagbes o quanto mais proximo de 1 em mddulo. Portanto, conforme, a
matriz de correlacdo parcial dos erros (Tabela 6) obtida para o conjunto de variaveis

respostas (rendimento, fenolicos e flavonoides) verifica-se a presenca de correlagdes
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fracas indicando que a vantagem da analise multivariada é pequena, e que andlises
individuais para o percentual de rendimentos, fenolicos e de flavonoides devem ser

realizadas usando um simples delineamento de experimento fatorial.

Rendimentos Fendlicos Flavonoides
Rendimentos 1,0000 -0,282 0,0586
EEPC Fendlicos -0,282 1,0000 -0,216
Flavonoides 0,0586 -0,216 1,0000
Rendimentos 1,0000 0,3712 0,2525
EEDC Fendlicos 0,3712 1,0000 1,1019
Flavonoides 0,2525 0,1019 1,0000

Tabela 6. Correlacdo Parcial dos erros entre rendimento, fenélicos e flavonoides.

Conforme recomendado pela MANOVA, realizou-se uma analise fatorial
individual para cada fator do experimento. Os resultados sdo apresentados na forma de

tabelas e graficos nas sess@es seguintes.

5.2.1. Selecédo do Método de Extracdo do Epicarpo de Theobroma grandiflorum

5.2.1.1. Efeito do método de extracdo e da composicdo do solvente na

variacao do percentual de rendimentos

Para a obtencdo dos EEPC foram utilizados quatro métodos de extracdo, cada
método teve variacdo na composicdo do solvente (etanol e etanol/agua (7:3) e todas as
extracdes foram realizadas em triplicata totalizando 24 extratos. Os rendimentos medios
dos extratos variaram entre 2,70% e 10,03% (Tabela 7). O menor rendimento observado
foi para 0 método maceracgdo a frio com etanol e 0 maior rendimento medio foi para o

método maceragdo a quente com etanol/agua (7:3).
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Metodos de extracéo

Etanol (%)

Etanol/agua (7:3) (%0)

Maceracdo a frio
Maceracao a quente
Sonicacéo
Soxhlet

2,70+0,10
3,23+0,15
4,57 +0,15
4,23 +0,38

9,23+0,78
10,03 £ 1,29
8,93+1,10
9,21+0,73

Tabela 7. Rendimento médio dos extratos do epicarpo de T. grandiflorum.

Valores médios + o desvio padrdo

O grafico de interacdo (Fig. 17) avalia as interacdes (se houver) existentes entre 0s

fatores, ou seja, entre 0 método e o solvente utilizado proporcionando as melhores

condicbes para as extracdes. E possivel notar que todos os métodos utilizados

apresentaram comportamentos similares e que os extratos hidroalcodlicos apresentaram

rendimentos superiores em relacdo aos extratos etanolicos, sugerindo possiveis

influéncias da composicdo do solvente no processo de extracdo e,

rendimento dos extratos.

Percentual médio dos rendimentos (%)

Métodos
—e— MF
—B— MQ

SON
—A - SOX

Etalnol

Etanol/ééua (7:3)

Solventes

Figura 17. Gréfico de interagdo entre solvente e método de extracdo no percentual médio dos

rendimentos dos extratos do epicarpo de T. grandiflorum.

portanto, no
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Conforme ANOVA efeitos significativos foram observados apenas para o fator
solvente no percentual medio de rendimentos (valor-p < 0,05; tabela 8) confirmando a
analise descritiva do grafico de interacdo (Fig. 17). Atraves do grafico de intervalo de
confianca a 95% para a composicdo do solvente (Fig. 18) é possivel visualizar o efeito da
composicdo do solvente, ao passo que 0s maiores rendimentos percentuais foram
observados no solvente etanol/agua (7:3). Os maiores rendimentos observados podem ser
explicados em virtude do aumento da polaridade do solvente de extracdo, em
consequéncia da adicdo de agua ao etanol possibilitando a extracdo de uma ampla
variedade de substancias fenolicas como acidos fendlicos, lignanas, flavonoides,
polifendis, substancias glicosiladas e outras classes de metabdlitos de polaridades
elevadas, proporcionando maiores interacdes entre solvente-amostra aumentando a
eficiéncia da extracdo contribuindo para o aumento dos rendimentos dos extratos

hidroalcodlicos.

Percentual médio de rendimentos (%)
~N

Etanol Etanol/ééua (7:3)
Solventes

Figura 18. Intervalo de confianga a 95% para o percentual médio dos rendimentos para a composi¢do
do solvente dos extratos do epicarpo de T. grandiflorum.

O grafico de comparacdo de médias (Fig. 19) apresenta as principais contribuigdes

para os fatores (solvente e método de extracdo), assim como as interagdes observadas
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entre ambos. E possivel notar a auséncia de interacdes solvente-método, bem como o
efeito do método. No entanto, efeitos significativos sdo observados para a composicao do
solvente, ao passo que efeitos positivos sdo observados para o etanol/dgua (7:3),
contribuindo para os maiores rendimentos percentuais, assim como também € visivel o
efeito negativo do etanol. Considerando apenas o efeito significativo do solvente sobre os
percentuais médios de rendimentos, qualquer um dos métodos combinado com
etanol/agua (7:3) poderia ser utilizado para as extracdes do EPC, ao passo que 0os métodos
ndo diferem significativamente entre si. No entanto, conforme sugerido pelo grafico de
interacdo (Fig. 17) o método maceracdo a quente com etanol/dgua (7:3) seria 0 mais

indicado ao passo que essa combinagdo proporciona 0s maiores rendimentos percentuais.

Efeitos de interacgao

0,868

! T I t o
J

4. -0,868

Efeitos
o
*—
-—

T T T T T T T T
Solventes Etanol Etanol/agua (7:3) Etanol Etanol/agua (7:3) Etanol Etanol/agua (7:3) Etanol Etanol/agua (7:3)
Métodos MF MQ SON SOX

Efeitos dos métodos Efeitos dos Solventes

3 g

< 7,8 < 10

v

£ 75 7,427 2

£ : £

2 66 . * 6579 & 6| | o |BS
8 6,0 1 8 l

= 5731 o 4

3 3

g MF MQ SON SOX = Etanol Etanol/agua (7:3)

Métodos Solventes

Figura 19. Comparacdo de médias para os efeitos dos fatores no percentual dos rendimentos nos
extratos do epicarpo de T. grandiflorum.

Os resultados apresentados nas figuras 17 18 e 19 corroboram os resultados
obtidos pela analise de variancia (ANOVA) descrita na tabela 8, onde apenas o solvente

apresentou efeito significativo (valor- p < 0,05).
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Fonte gl SQ QM Valor F Valor P

Métodos 3 3,345 1,115 1,45 0,264
Solventes 1 201,3 210,3 262,7 0,000
Rendimentos Met * Solv 3 5,555 1,852 2,420 0,104
Error 16 12,26 0,766
Total 23 2224
Métodos 3 25,40 8,467 1,960 0,129
Solventes 1 65,20 65,20 15,08 0,000
Epicarpo Fenolicos Met * Solv 3 46,35 15,45 3,670 0,019
Error 64 276,6 4,323
Total 71 413,6
Métodos 3 8,867 2,956 3,850 0,013
Solventes 1 25,70 25,70 33,50 0,000
Flavonoides Met * Solv 3 5,324 1,775 2,310 0,084
Error 16 49,10 0,766
Total 23 88,99
Métodos 3 152,6 50,87 31,88 0,000
Solventes 1 123,5 1235 77,38 0,000
Rendimentos Met * Solv 3 42,86 14,28 8,95 0,001
Error 16 25,53 1,596
Total 23 3445
Métodos 3 130,7 43,58 129,8 0,000
Solventes 1 608,1 608,1 1810 0,000
Endocarpo Fendlicos Met * Solv 3 35,25 11,75 34,99 0,000
Error 64 21,49 0,340
Total 71 795,6
Métodos 3 0,823 0,274 21,43 0,000
Solventes 1 8,562 8,562 668,5 0,000
Flavonoides Met * Solv 3 0,092 0,030 2,390 0,077
Error 64 0,819 0,013
Total 71 10,29

Tabela 8. ANOVA para os valores dos rendimentos, fenolicos e flavonoides dos extratos dos residuos de T. grandiflorum nos fatores método de extracdo e solvente.
Efeitos com valor-p < 0,05 séo considerados significativos; gl = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio.
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5.2.1.2. Efeito do método de extracdo e da composicdo do solvente na

variacao do percentual de substéancias fenolicas

O percentual médio de fendlicos totais nos EEPC do cupuagu variou entre

8,62% (113,3 mgEAG/g de extrato) e 12,96% (157,8 mgEAG/g de extrato). O menor

percentual foi observado para o método sonicagdo combinado com etanol/agua (7:3) e

o maior foi observado para 0 método maceracao a frio com etanol (Tabela 9).

Métodos de extracéo

Etanol (%)

Etanol / 4gua (7:3) (%)

Maceracdo a frio
Maceragéo a quente
Sonicacéo

Soxhlet

12,96 + 0,07
11,45 + 0,05*
11,10 + 0,38*
9,34 £ 0,28

9,54 +0,28°
8,95 + 0,48°
8,69 + 0,44°
10,14 +0,98*

Tabela 9. Percentual médio dos fendlicos nos extratos do epicarpo de Theobroma grandiflorum.

Valores médios + o desvio padréo.

InteracBes com letras iguais ndo diferem significativamente entre si.

Os maiores percentuais de fendlicos foram observados nos extratos em etanol.

Todos os métodos apresentaram comportamentos similares, com excecdo do soxhlet,

sugerindo a existéncia de possiveis interacdes solvente-método de extracdo (Fig. 20).

13

= — =
o = N
1 1 f

Percentual médio dos fendlicos (%)
=]

Métodos
—&— MF
—m— MQ

SON
—aA - SOX

Etanol

Etanol/agua (7:3)

Solventes

Figura 20. Gréfico de interagdo entre solvente e método de extragdo no percentual médio dos fendlicos

nos extratos do epicarpo de T. grandiflorum.
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InteracOes significativas foram observadas entre o método de extragcdo e a
composicado do solvente (valor-p < 0,05; tabela 8) no percentual médio de fendlicos
corroborando a andlise descritiva do grafico de interacdo (Fig. 20). Tanto 0 método de
extracdo quanto a composicao do solvente podem exercer efeitos sobre o percentual de
fenolicos; no entanto, conjuntamente os efeitos observados sdo consideraveis. Os
efeitos individuais dos fatores (métodos e solventes) sdo importantes para a
compreensdo dos resultados, porém, quando ha interacdo significativa (valor-p < 0,05)
entre esses fatores, ambos sdo avaliados conjuntamente, uma vez que o0 objetivo é
otimizar o processo de extracdo com o melhor método e solvente.

Ao passo que interacBes significativas foram observadas pela ANOVA,
utilizou-se o teste de Tukey para avaliar as diferencas significativas entre todas as
possiveis combinacdes entre os métodos e solventes utilizados. Conforme o teste de
Tukey a combinacdo de maceracdo a frio com etanol € a mais indicada para as
extracdes de fendlicos no EPC do cupuagu, ao passo que proporciona maior percentual
de substancias fenodlicas. Alternativamente, os métodos maceracdo a quente e
sonicacdo, ambos em etanol poderiam ser utilizados, assim como o método soxhlet
combinado com etanol/dgua (7:3), visto que essas combinacdes ndo diferem
significativamente entre si, confirmando a analise descritiva do grafico de interacdo
(Fig.20).

No grafico de comparacdo de médias (Fig. 21) verifica-se a existéncia da
interacdo solvente-método de extracdo para 0 método soxhlet, justificando seu
comportamento diferenciado em relacdo as combinacdes dos demais métodos e
solventes utilizados. Efeitos positivos s@o observados para a combinagdo do soxhlet
com etanol/agua (7:3) assim como sdo observados efeitos negativos para o etanol. Os

efeitos observados para 0 método soxhlet pelo grafico de comparacdo de médias estdo
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de acordo com a analise descritiva do grafico de interacdo (Fig. 20) e com o0s
resultados obtidos pela ANOVA (Tabela 8) onde interacdes significativas foram
observadas, justificando o comportamento diferenciado do soxhlet em relacdo aos

demais métodos.

Efeitos de interacao

14 T | 1,088
s 1 ; ; |
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Solventes Etanol Etanol/dagua (7:3) Etanol Etanol/agua (7:3) Etanol Etanol/agua (7:3) Etanol Etanol/agua (7:3)
Métodos MF MQ SON SOX

Efeitos dos métodos Efeitos dos Solventes
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Figura 21. Comparagdo de médias para os efeitos dos fatores no percentual dos fenélicos nos extratos
do epicarpo de T. grandiflorum.

A maioria das substancias fendlicas ndo é encontrada na forma livre na
natureza, e sim na forma de ésteres ou ligados a moléculas de acucares (CARVALHO
et al., 2007), e principalmente por essa razdo, grande parte dos trabalhos descritos
utilizam solventes hidroalcodlicos para extracdo de fendlicos, uma vez que tais
substancias apresentam maiores afinidades com solventes polares tendo a agua como
co-solvente de extracdo (YARIWAKE et al.,, 2005; OTHMAN et al.,, 2007,
ROCKENBACH et al., 2008; POMPEU et al., 2009).

Entretanto, os resultados obtidos para a quantificacdo de fenois totais para o
EPC do cupuagu apresentaram maiores percentuais nos extratos em etanol. Os

percentuais observados para esses extratos podem ser justificados pela escassa
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presenca de substancias glicosiladas ou até mesmo devido a presenca de agliconas,
uma vez que apresentam mais afinidades com o solvente etanol, tornando-o mais

seletivo e eficiente no processo de extragéo.

5.2.1.3. Efeito do método de extracdo e da composi¢cdo do solvente na

variacao do percentual de flavonoides

O percentual médio de flavonoides totais variou entre 1,73% e 4,16%. O menor
percentual médio foi observado para o método soxhlet com etanol/agua (7:3) e o maior

foi observado para a maceracdo a quente com etanol (Tabela 10).

Métodos de extragdo Etanol (%) Etanol / &gua (7:3) (%)
Maceracdo a frio 3,03 +0,09 2,68 +0,02
Maceracgéo a quente 4,16 £ 0,08 2,36 £ 0,62
Sonicacdo 3,59+0,14 2,07 +0,33
Soxhlet 2,83+0,20 1,72+0,14

Tabela 10. Percentual médio dos flavonoides nos extratos do epicarpo de T. grandiflorum.
Valores médios + o desvio padréo.

Similarmente aos fendlicos, os maiores percentuais de flavonoides foram
observados nos extratos em etanol. Todos os métodos apresentaram comportamentos
similares com exce¢cdo da maceracdo a frio, sugerindo a existéncia de interacfes
significativas ou simplesmente efeitos individuais dos fatores método e solventes
(Fig.22). Efeitos significativos foram observados pela ANOVA para os fatores método
de extracdo e solvente (Tabela 8, valor-p < 0,05) sobre os percentuais médios de

flavonoides, confirmando a analise descritiva do grafico de interagdo (Fig. 22).
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Figura 22. Gréfico de interagdo entre solvente e método de extragdo no percentual médio dos
flavonoides dos extratos do epicarpo de T. grandiflorum.

Os efeitos individuais ocasionados pelos fatores método e solventes, assim

como a ndo interacdo entre ambos, sdo visualizados no gréfico de comparacdo de

médias (Fig. 23). O método maceracdo a quente apresenta efeitos positivos, assim

como o solvente etanol proporcionando os maiores percentuais de flavonoides. O

método soxhlet, bem como o solvente etanol/agua (7:3) apresenta efeitos negativos

visto que contribuem para 0s menores percentuais de flavonoides.
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Figura 23. Comparacdo de médias para os efeitos dos fatores no percentual dos flavonoides nos

extratos do epicarpo de T. grandiflorum
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A selecdo do método de extracdo e da composicdo do solvente para o EPC do
cupuacu na extracdo dos flavonoides é de grande relevancia (Fig. 24), ao passo que
diferencas significativas foram observadas entre os métodos MQ e SOX indicando a
maceracao a quente como o método mais indicado, assim como os solventes diferem entre
si, sugerindo o etanol como o mais adequado para essa matriz (valor-p < 0,05). No entanto,
as maiores variagdes foram observadas para a MQ. Considerando que a MQ difere
significativamente apenas do SOX, alternativamente a MF poderia ser utilizada, ao passo

que apresenta as menores variaces no percentual médio de flavonoides (Fig. 24).

404 4,0

BISEl 3,54

3,04
2,54 2,54
x
2,0
2,04 i

3,04 L

Percentual médio dos flavonoides (%)
Percentual médio dos flavonoides (%)
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Figura 24. Intervalo de confianga a 95% para o percentual médio dos flavonoides para os solventes
(esquerda) e para os métodos (direita).

Muitos sdo os fatores que interferem no rendimento de compostos fenélicos, de
flavonoides e de antioxidantes em geral, como por exemplo, o tamanho da particula do
material a ser extraida, a proporcdo do material vegetal em relacdo a quantidade de
solventes organicos (m/v %), o tempo e o tipo de extracdo empregado, assim como a
composicdo do solvente e por ultimo, mas ndo menos importante, a temperatura
(ALOTHMAN et al., 2009; POMPEU et al., 2009; BIESAGA, 2011; BIESAGA &
PYRZYNSKA, 2013; KAKULA-KOCH et al., 2013; YANG et al., 2013).

Em nosso estudo séo considerados apenas os efeitos dos métodos de extracéo e
da composicgdo dos solventes. Com base nas observagdes obtidas neste experimento,

verifica-se que para obtencdo dos extratos brutos das cascas dos frutos do cupuagu, 0
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método maceracao a quente pode ser usado tanto para extracdo de flavonoides quanto
para extracdo de substancias fendlicas, mostrando a relevancia da temperatura durante
0 processo de extracao.

Durante uma extracao, a temperatura desempenha um papel excepcionalmente
importante, uma vez que o aumento da temperatura favorece a solubilidade de muitos
compostos em solventes organicos por meio do fornecimento de energia na forma de
calor, contribuindo para maiores interaces solvente-amostra e proporcionando, desta
maneira, extracdes mais eficientes.

A partir disto, surge a necessidade de se avaliar adequadamente e otimizar as
varidveis envolvidas em um processo de extracdo, visto que ha substancias que
degradam facilmente com o aumento da temperatura e outras que sao completamente
favorecidas. Os resultados obtidos neste trabalho para o efeito do método estdo de
acordo com diversos autores (POMPEU et al., 2009; XU et al., 2013) que descrevem a
relacdo crescente entre temperatura de extracdo e rendimentos de substancias fendlicas
e de flavonoides.

5.2.2. Selecdo do Método de Extracdo do endocarpo de Theobroma grandiflorum

5.2.2.1. Efeito do método de extracdo e da composicdo do solvente na

variacao do percentual de rendimento.

Para a obtencdo dos EEDC do cupuagu foram realizados 0os mesmos
procedimentos descritos no item 5.2.1.1 para o EPC e, similarmente foram obtidos 24
extratos. Os rendimentos medios variaram entre 12,97% e 26,5%. O menor
rendimento foi observado para o método sonicagdo com etanol e o maior para o

método soxhlet com etanol/agua (7:3) (Tabelall).
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Métodos de extracao Etanol (%) Etanol/agua (7:3) (%)
Maceragdo a frio 21,09 +1,40 21,47 +1,63
Maceracgdo a quente 19,23+0,21 23,87 +0,12
sonicacdo 12,97 + 2,54 20,77 £0,90
Soxhlet 20,83+ 0,29 26,50+ 0,71

Tabela 11. Rendimento médio dos extratos do endocarpo de T. grandiflorum.
Valores médios + o desvio padréo.

Os maiores rendimentos percentuais foram observados nos extratos em
etanol/agua (7:3). Todos os métodos apresentaram comportamentos similares, com
excecdo da maceracdo a frio, sugerindo a existéncia de interac6es significativas ou de
efeitos individuais dos fatores método e solventes (Fig. 25). Conforme ANOVA
interacdes significativas foram observadas entre 0 método de extracdo e a composicdo
do solvente (valor-p < 0,05; tabela 8) confirmando a analise descritiva do grafico de
interacdo (Fig. 25).

O método soxhlet com etanol/agua (7:3) é a combinacdo mais adequada para
obtencdo do extrato bruto do EDC do cupuagu, ao passo que proporciona 0s maiores
rendimentos percentuais. Alternativamente, a maceracdo a quente combinada com
etanol/agua (7:3) poderia ser utilizada, visto que ndo diferem significativamente entre
si. Em contrapartida, conforme ilustrado graficamente (Fig. 25) a combinacdo da
sonicacdo com etanol é a menos indicada, ao passo que difere significativamente das
demais combinacbes (valor-p < 0,05) proporcionando o0s menores rendimentos

percentuais.
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Figura 25. Gréafico de interagdo entre solvente e método de extracdo no percentual médio dos
rendimentos dos extratos do endocarpo de T. grandiflorum.

5.2.2.2. Efeito do Método de Extracdo e da composicdo do solvente na

variagdo do percentual de substancias fenolicas

O percentual médio de fendlicos totais nas extracdes do EDC do cupuagu

variou entre 3,17% (64,50 mgeEAG/g de extrato ) e 12,86% (182,6 mgEAG/g de

extrato). O menor percentual médio foi observado para 0 método maceragéo a frio

com etanol e o maior percentual foi observado para o soxhlet com etanol/agua (7:3)

(Tabela 12).

Meétodos de extracao

Etanol (%)

Etanol/agua (7:3) (%0)

Maceracédo a frio
Maceracéo a quente
Ultrassom

Soxhlet

3,16 + 0,09
5,02 +0,17
3,27 £0,25
4,73 0,15

8,65+0,71
10,32 £ 0,26
7,63+0,16
12,86 + 0,54

Tabela 12. Percentual médio dos fendlicos nos extratos do endocarpo de T. grandiflorum.

Valores médios + o desvio padréo.
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CONTRERAS-CALDERON et al. (2011) investigando a atividade
antioxidante de frutos tropicais obteve as maiores concentracdes de fendlicos totais
para 0s extratos das sementes (497 mg EAG/100g de matéria fresca) em relacdo ao
mesocarpo e ao epicarpo do cupuacu corroborando os resultados apresentados em
nosso trabalho, onde os maiores teores de fenolicos foram observados para os extratos
do endocarpo. No entanto, uma vez que otimizamos 0 processo de extracao, os teores
de fenolicos totais obtidos em nosso trabalho para EDC variaram entre 6.450 e 18.260
mg EAG/100g de extrato, mostrando a relevancia do método de extracdo e da
composicdo do solvente, sendo, portanto, superiores aos valores apresentados por
SOTERO et al. (2011) que obtiveram 9.691.94 EAG/100g e por CONTRERAS-
CALDERON et al. (2011).

Interacbes significativas entre o método de extracdo e a composicdo do
solvente (valor-p < 0,05; tabela 8) foram observadas no percentual médio de fendlicos.
O método soxhlet combinado com etanol/agua (7:3) mostrou-se mais adequado para a
extracdo dos fendlicos no EDC do cupuacu, ao passo que difere significativamente das
demais combinagfes (valor-p < 0,05) proporcionando 0s maiores percentuais de
fendlicos. Em contrapartida, os métodos maceracdo a frio e ultrassom combinados
com etanol sdo menos indicado uma vez que diferem significativamente das demais
combinag@es (valor-p < 0,05) proporcionando os menores percentuais de fendlicos. Os
resultados obtidos pelo teste de Tukey, assim como os dados observados pela ANOVA

corroboram a anélise descritiva do grafico de interagéo (Fig. 26).
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Figura 26. Gréfico de interacdo entre solvente e método de extracdo no percentual médio dos fendlicos
nos extratos do endocarpo de T. grandiflorum.

5.2.2.3. Efeito do método de extracdo e da composicdo do solvente na

variacgao do percentual de flavonoides

Os percentuais de flavonoides observados pelo método espectrofotométrico do
cloreto de aluminio foram extremamente baixos, variando entre 0,00% e 1,00%. O
menor percentual médio foi observado para 0 método soxhlet em etanol com 0,23% e
0 maior percentual foi observado para mesmo método, entretanto, usando como
solvente de extracdo o etanol/agua (7:3) com 0,93%. Para os métodos ultrassom,
maceracdo a frio e maceracdo a quente em etanol, ndo foi possivel detectar valor

algum para os percentuais de flavonoides (Tabela 13).

Meétodos de extragdo Etanol (%) Etanol/agua (7:3) (%0)
Maceracdo a frio - 0,77+ 0,13
Maceracdo a quente - 0,57 +£0,04
sonicacgao - 0,73+0,21
Soxhlet 0,23 £+ 0,06 0,94 £ 0,05

Tabela 13. Percentual médio dos flavonoides nos extratos do endocarpo de T. grandiflorum.
Valores médios + o desvio padréo.
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Os resultados obtidos mostram que provavelmente o método
espectrofotométrico do cloreto de aluminio para a quantificacdo de flavonoides totais
ndo é adequado para o EDC do cupuacu ou a quantidade de flavonoides existente
nessa matriz de fato, deve ser minima, ou ainda, os métodos utilizados podem néo ser
apropriados para a extracdo de flavonoides nessa matriz. Apesar da quantidade de
flavonoides ser pequena, 0s maiores percentuais foram observados nos extratos

hidroalco6licos mostrando a relevancia do solvente de extragdo (Fig. 27).
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Figura 27. Gréfico de interagdo entre solvente e método de extracdo no percentual médio dos
flavonoides nos extratos do endocarpo de T. grandiflorum.

Efeitos significativos foram observados para 0 método de extracdo e para a
composicdo do solvente (valor-p < 0,05; tabela 8) influenciando nos percentuais
médios de flavonoides. Avaliando o solvente de extracdo verifica-se que 0s maiores
percentuais de flavonoides foram observados nos extratos em etanol/agua (7:3),
embora tenham apresentado maiores variacdes (Fig. 28). Considerando o efeito do
método de extracdo nota-se que o0s maiores percentuais de flavonoides foram
observados no método soxhlet, que combinado com etanol/agua (7:3) € mais indicado
para as extracOes de flavonoides no EDC do cupuagu visto que proporcionam 0S
maiores percentuais de flavonoides (Fig. 28).
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Figura 28.Intervalo de confianca a 95% para o percentual médio dos flavonoides para os solventes
(esquerda) e para os métodos (direita).

O método soxhlet mostrou-se adequado para o EDC do cupuagu ao passo que
proporcionou os melhores rendimentos nas extragdes e os melhores percentuais de
fendlicos e flavonoides. A relevancia do soxhlet consiste no fato do solvente estar em
constante renovagdo com o material a ser extraido, contribuindo para extragdes mais
eficientes. Entretanto, tempos longos de extragdo devem ser evitados, para impedir
possiveis degradacdes do material extraido (REGINATTO et al., 2009).

MANIRAKIZA et al. (2001) enfatizam que o método de extracdo adequado
para cada matriz depende da estrutura e composicdo da propria matriz. Ao considerar
diferentes variaveis ao longo de seu trabalho, verificaram que o método soxhlet é mais
indicado para matrizes sélidas, e que um tempo de extracdo equivalente ha duas horas
é o ideal, uma vez que a partir desse tempo 0 aumento do rendimento dos extratos
lipidicos ndo foram significativos.

REGINATTO et al. (2009) obtiveram bons rendimentos em suas extracfes em
matérias- primas de origem animal e vegetal. Entretanto, ressaltam a importancia do
tempo de extracdo em funcdo da qualidade do material extraido. Controversos,
CARVALHO et al. (2009) estudaram a termoestabilidade das extracdes em soxhlet,
utilizando como ferramenta de apoio a cromatografia liquida de alta eficiéncia e rutina

e 0 &cido clorogénico como padrdes de fendlicos. Seus resultados indicam que o efeito
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da temperatura sobre o método soxhlet ndo provoca degradacdo dos componentes
extraidos.

Todas as variaveis envolvidas em um processo de extracdo, assim como a
selecdo do proprio método a ser utilizado, estdo totalmente relacionadas com a matriz.
O fato do EDC do cupuacu apresentar bastante gordura em sua composicao justifica o
elevado rendimento observado para os extratos brutos pelo método soxhlet, visto que
esse meétodo é frequentemente utilizado para extracdo de substancias apolares e
lipidios em gerais em matrizes gordurosas (SANTOS et al.,2013).

A eficiéncia do método soxhlet associada a solventes hidroalcodlicos, que sdo
frequentemente utilizados para extracdo de substancias fendlicas e de flavonoides
(YARIWAKE et al., 2005; OTHMAN et al., 2007; ROCKENBACH et al., 2008;
POMPEU et al., 2009) devido as afinidades existentes entre seus grupos funcionais,
indica que para os EEDC do cupuagu o método mais adequado foi o soxhlet
combinado com etanol/agua (7:3), visto que essa combinacdo apresentou melhores
rendimentos para obtencdo dos extratos brutos e melhores percentuais para fendlicos e
flavonoides.

5.3. Varredura de Radicais Livres

5.3.1. Ensaio Qualitativo (DPPH")

O ensaio qualitativo realizado em placa de CCD, utilizando a solucdo de
DPPH’ em metanol, é uma avaliacdo preliminar da varredura de radicais livres
presentes. Na figura 29 sdo apresentados os resultados do ensaio qualitativo para a
varredura de radicais livres pelo método do DPPH’ de todos os métodos de extragdo
utilizados ao decorrer do experimento. Verifica-se que os extratos de todos 0s métodos

utilizados, tanto para as cascas dos frutos quanto para as cascas das sementes
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apresentaram resultados positivos comparados ao padrdo quercetina, sugerindo a

presenca de substancias com possiveis atividades antioxidantes.

Etanol 100%
Etanol 100%

Etanol 70%
Etanol 70%

a) Extratos do endocarpo b) Extratos do epicarpo

Figura 29. Resultados do ensaio qualitativo para varredura de radicais livres em solucdo de DPPH.

5.3.2. Ensaio Quantitativo (DPPH’, ABTS™ e superdxido)

Os métodos utilizados neste trabalho para quantificacdo da varredura de
radicais livres foram DPPH", ABTS™ e superoxido. Sdo ensaios colorimétricos que
consistem em solucOes com espécies radicalares estaveis, tais como o radical DPPH’, o
cation radical ABTS™ e o anion radical superoxido. Na tabela 14 sdo apresentados 0s
resultados obtidos em valores médios realizados em triplicata, na concentracdo de 100
ug/mL para a quantificacdo da varredura de radicais livres nos extratos do EPC e EDC
do cupuagu.

O método do DPPH" mostrou maior afinidade com as matrizes avaliadas (EPC
e EDC), ao contrario do observado para o método do ABTS™, uma vez que 0S
resultados obtidos para este ensaio ndo foram satisfatérios. Os valores negativos
observados na tabela 14 para o ensaio do ABTS™ mostram a falta de afinidade desse
método com a matriz vegetal sugerindo a auséncia de substancias com potencial
antioxidante.

Considerando o método do DPPH’ verifica-se que os extratos hidroalcoélicos
apresentaram maiores atividades antioxidantes em relacdo aos extratos etanolicos, isto
foi observado tanto para os EEPC quanto para os EEDC. Para os EEPC, a menor

atividade antioxidante observada foi para 0 método maceracdo a quente em etanol,
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com 22,5%, e a maior foi para o método soxhlet em etanol/agua (7:3), com 67,5% de
inibicdo. Para os EEDC as atividades antioxidantes variaram entre 9,8% e 60,5%,
sendo o menor percentual atribuido ao método ultrassom em etanol e o maior

percentual ao soxhlet em etanol/agua (7:3) (Tabela 14).

Inibicao (%)

DPPH’ (%) Superéxido (%) ABTS™ (%)
Métodos Epicarpo Endocarpo | Epicarpo | Endocarpo Epicarpo Endocarpo
MF 23,7+5,03 | 10,3+0,34 | 8,24+0,17 | 7,3+0,56 -82,87£0,97 | -23,23+0,31
= SON 22,7 £3,20 9,8+0,75 | 21,0+0,24 | 6,7+0,49 -82,67 £0,11 | -49,30 £ 0,65
8 SOX 423+427 | 267+300 | 235+1,42 | 302+0,87 | -955+0,59 | -19,60+0,40
MQ 2254029 | 220+1,47 | 130+1,13 | 20,4+0,79 | -104,73+1,00 | -90,41 + 2,07
= MF 57,3+093 | 451+015 | 27,0+1,00 | 329+0,90 | -51,36+0,26 | -79,95 + 1,88
% SON 576 +1,15 | 448+0,79 | 246+1,38 | 288+0,41 | -59,14+0,26 | -91,30 +1,93
>
% SOX 675+090 | 605+0,20 | 21,3+1,13 | 39,7+0,96 | -49,31+0,63 | -72,53 +2,37
,j,%j MQ 5299+1,21 | 55,6+1,34 | 26,9+0,35 | 39,3+0,15 | -115,58 + 0,13 | -124,00 + 4,02
Padréo 99,5 99,0 99,5

Tabela 14. Resultados do ensaio quantitativo para varredura de radicais livres dos extratos do epicarpo
e endocarpo de T. grandiflorum.
MF=maceracdo a frio; SON=sonicac¢do; SOX=soxhlet; MQ=macerac¢do a quente. Valores médios + o desvio padrao.

Pelo método do DPPH’, assim como pelo método do superdxido, é possivel
notar influéncias da composic¢do do solvente na extracdo de substancias antioxidantes,
visto que 0s maiores percentuais de inibicdo foram observados para os extratos
hidroalcoolicos. Comportamentos similares foram observados tanto para os extratos do
epicarpo quanto para os extratos do endocarpo de T. grandiflorum. Por exemplo, para
0s extratos etanolicos do epicarpo o menor percentual de inibicdo observado foi para o
método maceracdo a quente com 22,5%, sendo possivel notar o mesmo
comportamento para os extratos hidroalcoolicos. Nesses extratos 0 menor percentual

de inibicdo observado também foi para 0 mesmo método com 52,99%, deixando

evidente a influéncia do método de extracdo discutido nas sessGes anteriores.
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Analogamente, verifica-se que o maior percentual de inibicdo observado para os
extratos etandlicos do epicarpo foi atribuido ao método soxhlet em etanol com 42,3%,
e similarmente, 0 mesmo método apresenta o maior percentual de inibi¢do nos extratos
hidroalcoolicos, com 67,5%.

De forma geral, pelo método do DPPH" verifica-se que todos os extratos de
todos os metodos apresentaram percentuais de inibicdo medianos comparados ao
padrdo da quercetina, entretanto os resultados apresentados foram maiores para 0s
extratos do epicarpo em relacdo aos extratos do endocarpo, sugerindo uma quantidade
superior de substancias com potenciais antioxidantes no epicarpo do cupuagu.

Para o0 ensaio do superdxido os resultados observados ndo foram expressivos,
visto que todos os percentuais de inibicdo foram inferiores a 50%. Os resultados
observados variaram entre 8,24% e 27,0% para 0s extratos do epicarpo e entre 6,7% e
39,7% para os extratos do endocarpo. Embora o ensaio do DPPH" seja amplamente
utilizado, o radical utilizado para este ensaio representa ou simula a presenca de
radicais livres, uma vez que nédo sdo produzidos pelo nosso organismo. Entretanto, o
anion radical superoxido pode ser gerado pelo nosso préprio metabolismo através de
reacbes enzimaticas, ou até mesmo como subprodutos dessas reacdes e,
consequentemente gerar danos a saude (VARGAS, 2008). Desta maneira, 0S pequenos
percentuais de inibicdo observados pelo método do superdxido podem estar
relacionados com a especificidade do anion radical superéxido (O™), sugerindo a
auséncia de substancias nos extratos capazes de estabilizar esse anion radical.

Na tabela 15 séo apresentados os percentuais médios de inibicdo obtidos pelo
método DPPH’, acompanhados dos respectivos percentuais de flavonoides e fenolicos
totais para cada metodo de extracdo utilizado. Verifica-se que para os extratos das

cascas dos frutos os maiores percentuais de inibicdo foram observados para os extratos
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hidroalcodlicos, entretanto, os maiores percentuais de flavonoides e fendlicos totais
foram observados para os extratos etandlicos, sugerindo que a maior atividade
varredora de radicais livres nesses residuos pode esta relacionado com um tipo
especifico de fendlico ou de flavonoides e ndo com a quantidade presente.

Para os extratos dos residuos das sementes verifica-se um comportamento bem
regular, visto que os maiores percentuais médios de fendlicos e flavonoides foram

observados nos extratos hidroalcoolicos e, consequentemente foram observados 0s

maiores percentuais de inibicdo para varredura de radicais livres.

Epicarpo Endocarpo
Métodos DPPH’ Fendlicos | Flavonoides DPPH’ Fendlicos Flavonoides
MF 23,7 +5,03 130+35 3,0+£0,74 10,3+0,34 3,2+0,09 0,02 + 0,02
§ SON 22,7 £ 3,20 11,1+0,92 3,6 +£1,93 9,8+0,75 3,3+0,25 -
E SOX 42,3 + 4,27 9,3+1,90 2,8+0,28 26,7 + 3,00 4,7+0,15 0,23 + 0,06
MQ 22,5+0,29 115+23 4,2+1,65 22,0+1,47 50+0,17 -
< MF 57,3+0,93 95+28 2,7+0,41 45,1 +£0,15 8,7+0,71 0,8+0,13
E,” P SON 57,6 +1,15 8,6 +3,0 2,1+0,28 44,8 +0,79 7,6 +0,16 0,7+0,21
é g SOX 67,5+0,90 10,1 + 0,06 1,7+0,13 60,5 + 0,20 12,9+ 0,54 0,9 + 0,06
ﬁ MQ 52,99 +1,21 89+21 2,4+£0,13 55,6 +1,34 10,3+ 0,26 0,6 £0,04
Padréo 99,5% 99,5%

Tabela 15. Resultados obtidos para os ensaios de DPPHe, fendlicos e flavonoides totais dos extratos.

5.3.3. Concentracao Eficiente (CEsp) ou Concentracdo Inibitéria (Clsy) dos

extratos brutos.

A partir da avaliacdo inicial dos extratos brutos realizados na concentragéo de

100 pg/mL, por meio da varredura de radicais livres pelos diferentes métodos
colorimétricos, selecionou-se os metodos de extracdo que apresentaram os melhores
percentuais de inibicdo para a realizacdo da concentracgéo inibitoria (Clsp).

Na tabela 16 ¢é apresentada a concentracdo inibitoria (Clsp) dos extratos dos
residuos do fruto do cupuacu pelos métodos do DPPH" e ABTS™ para os diferentes
métodos de extracdo utilizados. Para o epicarpo do cupuagu, todos os extratos

hidroalcodlicos foram selecionados, uma vez que, conforme a tabela 15, todos
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apresentaram percentuais de inibicdo superiores a 50% para a varredura de radicais

livres pelo método do DPPH'.

DPPH’ (ug/mL)

Epicarpo Endocarpo
o MF 79,0 £ 2,45 NR
> SON 76,9+1,22 NR
=2 SOX 69,5+ 2,36 223,6 + 0,47
g MQ 276,7 £ 2,13 NR
w Quercetina 5,06 % 0,11

Tabela 16. Concentragdo Inibitéria (CI50%) dos extratos dos residuos do cupuagu pelo método do

DPPH-.

A concentracdo inibitoria dos extratos do EPC variaram entre 69,5 pg/mL e

276,7 pg/mL. A menor concentracdo inibitoria foi observada para 0 método soxhlet e

a maior para 0 método maceracdo a quente. Os métodos maceracao a frio, ultrassom e

soxhlet apresentaram concentracdo inibitéria com valores proximos, entretanto, a

concentracdo de inibicdo observada para o método soxhlet difere significativamente

das inibicdes observadas para os demais métodos (valor-p < 0,05).

Na figura 30 é apresentada a curva correspondente a varredura de radicais

livres pelo método do DPPH" para a extracdo em soxhlet utilizando etanol/agua (7:3)

como solvente de extracao.

80,0 -
70,0 4
60,0 -
50,0 -
40,0
30,0

Percentual de Inibi¢éo ( % )

20,0 A
10,0 A
0,0

Extragdo em soxhlet em etanol 70%

y =0,6567x +4,3543
R? =0,9954

IC 5= 69,5 ug/mL

0

20 40 60
Concentragao do Extrato (ug/mL)

80 100 120

Figura 30. Curva correspondente a varredura de radicais livres pelo método do DPPH" para extracao
em soxhlet do epicarpo de T. grandiflorum.
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Para os EEDC, somente o método soxhlet em etanol/agua (7:3) apresentou
percentual de inibicdo superior a 50% (Tabela 15) e conforme visualizado na tabela 16
verifica-se que a concentracdo inibitoria observada para este método foi de 223,6
png/mL + 0,47 que se apresentou bastante elevada, assim como a concentragdo
inibitoria observada para o método maceracdo a quente (276,66 ug/mL + 2,13) para o
epicarpo do cupuagu.

A concentragdo inibitoria (Clsp) observada neste trabalho pelo método do
DPPH’" para os residuos dos frutos do cupuacu foi menor em todos 0s nossos extratos
guando comparados com os resultados obtidos por SOUSA et al. (2011), sugerindo
maior potencial antioxidante em nossos extratos. Em seu trabalho, obteve uma
concentracdo inibitoria correspondente a 554,87 pg/mL para 0s extratos
hidroalcodlicos (etanol/agua (8:2)). Entretanto, 0 método de extracdo utilizado foi
maceracdo a frio por 1 hora, sob agitacdo constante em agitador e, em seguida
centrifugacdo para obtencdo dos extratos; além disso, utilizou material fresco para a
realizacdo de seus ensaios. A diferenca entre os valores observados em nosso trabalho
com os resultados obtidos por SOUSA et al. (2011) provavelmente poderd ser
explicado pelo fato de termos trabalhado com material vegetal seco, e principalmente
pela diferenca do método de extracdo utilizado e pela composi¢do do solvente, uma
vez que a melhor concentracdo inibitéria observada em nosso trabalho foi de 69,5
ug/mL para o método soxhlet em etanol/agua (7:3).

A concentracdo inibitdria observada para o EEDC em nosso trabalho (223,6
ug/mL) foi inferior a concentracdo inibitoria observada para os extratos das sementes
de cacau (1,3 mg/mL) estudadas por OTHMAN et al. (2007) com maior atividade para
sequestro de radicais livres em nossos extratos. A baixa atividade para varredura de

radicais livres observada para os extratos das sementes de cacau, pode ser explicada
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devido a falta de afinidade e seletividade do ensaio em relacdo a matriz, ou, talvez,
devido ao fato de ter-se trabalhado com toda a semente, incluindo a améndoa, que
provavelmente € rica em gorduras e pode gerar interferentes durante o ensaio. Assim,
pelo método do DPPH" verifica-se que os resultados obtidos para os EEDC indicam
maiores atividades para varredura de radicais livres em relacdo as sementes de cacau.

5.4. Andlise dos extratos brutos por Espectrometria de Massas

A Espectrometria de Massas (EM) é uma das ferramentas de elucidacdo de
compostos organicos que nos auxiliou no processo de caracterizacdo das substancias
fenolicas presentes nos extratos do epicarpo e do endocarpo de Theobroma
grandiflorum (cupuacu), um fruto amazénico de grandes perspectivas econémicas.

Os extratos brutos, tanto do EPC quanto do EDC, obtidos pelas diferentes
metodologias e composicdo do solvente, foram avaliados por EM com o objetivo de
analisar o perfil da composicdo quimica dos extratos produzidos por cada método
utilizado, a fim de contribuir para a selecdo do método mais adequado para a extracdo
das substancias fendlicas presentes nos residuos do cupuagu. Os espectros de massas

foram obtidos todos nas mesmas condicdes de analises, no modo negativo de
ionizacdo [M - H] e sdo apresentados nas figuras 31 e 32.

Na figura 31 sdo apresentados os espectros de massas das extracOes do

epicarpo do cupuagu conforme as metodologias e solventes utilizados.
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Figura 31. Perfil das extragdes do epicarpo do cupuagu por espectrometria de massas conforme as
metodologias e solventes utilizados.
MQ = maceragdo a quente; SOX = soxhlet; SON = sonicac¢do; MF = maceracgdo a frio.

Os principais picos observados nos EEPC do cupuagu foram os ions de m/z
311, 325 e 339 com abundancias relativas superiores a 50%. De acordo com o trabalho
descrito por CHEN et al. (2012) esses picos podem estar relacionados respectivamente
com a massa dos acidos cis-caftarico, p-coumaroilhexose e o acido cafeoil-D-glicose.

Os picos de m/z 179, 353, 431, 441 e 577 caracteristicos de substancias fenolicas
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também foram observados nas diferentes extracdes, mesmo com abundancias relativas
inferiores a 15%.

Nas extracdes em etanol o método soxhlet apresentou maior variedade de picos
caracteristicos de substancias fendlicas. Em contrapartida, 0 método maceracgéo a frio
mostrou-se menos eficiente, a0 passo que poucos ions caracteristicos de fendlicos
foram observados. Nas extracdes utilizando solventes hidroalcodlicos, os métodos
sonicacdo e soxhlet foram melhores comparados com a maceracdo, Visto que se
observou maior variedade de picos caracteristicos de fendlicos para estes métodos.

O ion de m/z 179, cuja massa pode estar relacionada com a massa do acido
caféico (KAJDZANOSKA et al., 2010) mostrou maior afinidade com o solvente
etanol, uma vez que este ion foi detectado principalmente nas extracdes em etanol.
Comportamento similar foi observado para o ion de m/z 441 que mostrou maior
afinidade com solventes hidroalcoolicos. Conforme a literatura a massa deste ion pode
estar relacionado com um derivado do acido quinico (KAJDZANOSKA et al., 2010).

De acordo com o0s espectros de massas verifica-se que a maior parte dos picos
caracteristicos de fenolicos foi observada nas extracdes em etanol corroborando os
resultados discutidos na sessdo 5.2.1.2. Entretanto, conforme observado na sessdo
anterior, os extratos hidroalcodlicos apresentaram as maiores atividades varredora de
radicais livres. Conforme discutido anteriormente, 0 método soxhlet combinado com
etanol/agua (7:3) mostrou maior eficiéncia em relacdo a extracdo de substancias
antioxidantes. Provavelmente a maior atividade varredora de radicais livres observada
deve ser atribuida a presenca do ion de m/z 577 caracteristico de um dimero de
proantocianidinas, observada apenas na extracdo em soxhlet tanto em etanol quanto

em etanol/agua (7:3).
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Os resultados observados para os extratos do epicarpo na sessdo 5.2.1.2
indicam que os métodos maceracdo a frio, ultrassom e maceracdo a quente, todos em
etanol apresentam o0s maiores percentuais de fendlicos. Entretanto, conforme os
espectros de massas, verifica-se que o método soxhlet em etanol apresenta maior
quantidade de ions caracteristicos de substancias fenolicas. Esta diferenca observada
se deve ao fato da quantificacdo de fenolicos totais ter sido realizada por métodos
espectrofotométricos, que sdo métodos colorimétricos baseados em reagdes quimicas.
Por sua vez, a espectrometria de massas € uma técnica de alta sensibilidade que
possibilita a deteccdo de ions em concentraces baixissimas, sendo, portanto, mais
confiavel.

Os espectros de massas das extracdes do EDC do cupuacu sdo apresentados na
figura 32 conforme as metodologias e solventes utilizados. Os picos mais abundantes
sdo os ions de m/z 311, 325 e 339, também observados nas extracbes do EPC do
cupuacu. No entanto, é possivel notar a presenca do ion de m/z 353 em todas as
extracdes do endocarpo, cuja massa pode estar relacionada com a massa do acido
clorogénico (SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003).

Em relagdo ao epicarpo, trés novos ions foram observados nas extracbes do
endocarpo (m/z 283, m/z 477 e m/z 557). O ion de m/z 283 pode estar relacionado com
a massa do flavonoide acacetina (JUSTESEN et al., 2001), o ion de m/z 477 pode estar
relacionado com a massa da quercetina-3-O-glucoronideo (KAJDZANOSKA et al.,
2010) e o ion de m/z 557 pode estar relacionado com a massa da teograndina Il, um
flavonoide glicosilado com atividade antioxidante relevante, isolado e identificado nas
sementes do cupuagu (YANG et al., 2003).

E possivel notar a seletividade de alguns métodos, mesmo com pequenas intensidades.

O ion de m/z 477 é observado apenas na extracdo por soxhlet em etanol, assim como o ion de
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m/z 557 € observado somente na extragdo por maceragdo a frio em etanol, além do ion de m/z

283 detectado apenas em algumas extracdes.
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Figura 32. Perfil das extracdes do endocarpo do cupuagu por espectrometria de massas conforme as
metodologias e solventes utilizados.

O perfil das extragdes o

bservado tanto para o epicarpo quanto para o endocarpo

apresenta como componentes majoritarios ions que indicam massas caracteristicas de

acidos fenolicos (Fig. 33), corroborando os resultados observados experimentalmente

onde

os valores de pH

inicialmente observado para as extragcbes foram

aproximadamente entre 3 e 4. FragmentacGes sucessivas foram realizadas a fim de
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confirmar a identidade dos ions, entretanto, devido a baixa abundancia relativa

observada para a maioria dos picos caracteristicos de flavonoides ndo foi possivel

obter fragmentagdes semelhantes ao padrdo ou de acordo com a literatura.

OH
OH

OH

(XXV) - Acido cis-caftarico (m/z 311)

HO

(XXVI1) - Acido caféico (m/z 179)

OCH,

HO. o

OH

(XXIX) - Acacetina (m/z 283)

OH

(XXVI) - Acido-p-coumaroilhexose (m/z 325)

HO COH

OH
(XXVIII) - Acido clorogénico (m/z 353)

HO. COOCH;
(6] H
HO.
OH
HO 0
HO O
OH o

(XXX) - Teograndina Il (m/z 557)

Figura 33. Sugestdo das estruturas dos principais ions detectados por Espectrometria de Massas nas

extragcBes do EPC e EDC do cupuagu.

Diferentes condi¢cdes de extragdo foram usadas, assim como a variagdo da

composi¢do do solvente com o Unico objetivo de otimizar o processo de extracdo e

encontrar as condi¢des Otimas para a extragdo das substancias fenolicas presentes nos

residuos do cupuagu para posterior caracterizacdo por CLAE-UV.
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Considerando todas as variaveis observadas tais como 0s percentuais de
rendimentos, fenodlicos, flavonoides e principalmente os espectros de massas e a
atividade varredora de radicais livres, verifica-se que as condi¢des mais adequadas
para a extracdo de substancias fenolicas tanto no epicarpo quanto no endocarpo do
cupuacu é alcancada utilizando o0 método soxhlet combinado com etanol/agua (7:3).

5.5. Avaliacdo dos Extratos brutos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

com Detector de Ultravioleta (CLAE-UV)

As fracdes das particdes obtidas das condi¢Bes Otimas discutidas na sessao
anterior foram avaliadas por CLAE-UV. Os cromatogramas sdo apresentados em
anexo, uma vez que ndo obtivemos sucesso na deteccdo das substancias fendlicas por
CLAE-UV. Diferentes condicdes cromatograficas foram experimentadas, entretanto,
os ions observados ndo eram caracteristicos de fendlicos e sim do componente
majoritario presente nos residuos do cupuacu, que séo discutidos nas sessdes seguintes
(sessdo 5.6.3). Isto provavelmente pode ter ocorrido pelo fato dos compostos fenélicos
apresentarem-se em pequenas concentragcbes nos extratos desses residuos, sendo

portanto, necessario um fracionamento para posterior analise por CLAE-UV.

5.6. Extracao dos Alcaloides Purinicos ou Metilxantinas

Para a extracdo das metilxantinas utilizou-se quatro metodologias. A primeira
metodologia utilizada foi descrita por REGINATTO et al. (1999). Durante 0 processo
de extracdo o material vegetal (epicarpo e endocarpo) foi fervido em meio &cido por
10 minutos seguido por um processo de neutralizagdo. Devido a solubilidade das
metilxantinas em agua, durante o processo de aquecimento as substancias de interesse
sdo extraidas e rapidamente sdo protonadas, uma vez que estdo em meio acido.

Durante a neutralizagdo com hidréxido de amonio (NH4OH), teoricamente as
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metilxantinas deixam sua forma iénica e assumem a forma neutra no extrato aquoso,
tornando-se extraiveis por solventes organicos. Na figura 34 é apresentado o esquema

de protonacéo e desprotonacéo das metilxantinas durante o processo de extracao.
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Figura 34. Esquema de protonacgdo e desprotonacdo durante o processo de extracdo das metilxantinas
na metodologia descrita por REGINATTO et al. (1999).

A segunda metodologia utilizada foi descrita por LI et al. (1990). O diferencial
dessa metodologia esta no fato de que antes de iniciar o processo de extragdo utiliza-se
uma solucdo de acetato bésico de chumbo que tem a fungdo de eliminar o0s
interferentes durante a extracdo das metilxantinas, uma vez que o chumbo possui a
caracteristica de formar complexos inorganicos, removendo macromoléculas tais
como as proteinas e outras substancias que nao sao do nosso interesse, e dessa maneira
torna a extracdo mais especifica. E, além disso, ressaltam a importancia da extracao
das metilxantinas cafeina e teobromina em diferentes fases organicas.

A terceira metodologia utilizada € bastante aplicada em laboratério de
fitoquimica, ela faz uso do carbonato de célcio em p6 antes de iniciar o processo de
extracdo das metilxantinas, com o mesmo propoésito de eliminar os interferentes no
decorrer da extracdo. A quarta metodologia, descrita por GIORDANI et al. (2008), é a
tradicional particdo acido-base utilizada para extracdo de alcaloides. Assim como as
demais metodologias também ocorre 0 processo de protonacdo e desprotonacdo das
metilxantinas. O principio dessa metodologia & bem semelhante ao da metodologia
descrita por REGINATTO et al. (1999) diferindo apenas na etapa do aguecimento.

Com excecdo da quarta metodologia, todos os métodos utilizados s@o realizados em
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meio aquoso e sob aquecimento, com intervalos de tempo que variam entre 5 e 30
minutos, seguidos do processo de protonacdo e desprotonacdo, para finalmente extrair

as metilxantinas.

5.6.1. Analise das ExtracGes das Metilxantinas por Espectrometria de
Massas

Com o objetivo de caracterizar as metilxantinas, fez-se uma varredura inicial
por espectrometria de massas através do modo “full scan” em uma ampla faixa de
massas no modo positivo de ionizacdo. Entretanto, ndo foi possivel visualizar nenhum
pico relacionado as metilxantinas. A partir disso, delimitou-se uma regido de massas
especificas para fazer uma varredura de ions mais direcionada por monitoramento
seletivo de ions (SIM), objetivando a massa das principais metilxantinas, como a
cafeina (XXXI), (m/z 195), a teobromina (XXXII), (m/z 181), a teofilina (XXXIII),

(m/z 181) e a teacrina (XXXI1V), (m/z 225), (Fig. 35).
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(XXXI) - cafeina (XXXI1) - teobromina ~ (XXXII1) - teofilina (XXXI1V) - teacrina

Figura 35. Principais metilxantinas.

A tabela 17 mostra o resumo dos ions das principais metilxantinas observadas
nos espectros de massas apresentados nas figuras 36 e 37. O pico de m/z 181 pode
estar relacionado tanto com a teobromina quanto com a teofilina, uma vez que sdo
isdbmeros constitucionais, diferindo apenas na posi¢cdo de uma metila, ambos com a
massa molar correspondente a 180. O pico de m/z 195 pode estar relacionado com a
cafeina, uma vez que sua massa molar é 194 e o pico de m/z 225 de acordo com LU et
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al. (2009) pode estar relacionado com a metilxantina teacrina. Os picos caracteristicos
das metilxantinas foram observados em todos os métodos de extracdo utilizados, tanto
no epicarpo quanto no endocarpo do cupuagu apresentando apenas diferencas na

abundancia relativas dos ions (%).

Abundéncia Relativa dos ions (%0)

m/z 181 m/z 195 m/z 225
Métodos Epicarpo Endocarpo Epicarpo Endocarpo Epicarpo Endocarpo
1 62 10 67 2 30 3
3 100 6 24 6 52 100
4 4 3 6 1 13 5

Tabela 17. Abundancia relativa (%) dos ions das principais metilxantinas observadas nos espectros de
massas dos extratos do epicarpo e endocarpo do cupuagu.

As metodologias (2 e 3) em que foram utilizados reagentes especificos para
remover os interferentes no processo de extracdo das metilxantinas foram aquelas que
apresentaram as melhores extraces, como pode ser verificado pelos perfis dos extratos
realizados por espectrometria de massas apresentados nas figuras 36 e 37. O método 3
foi o mais adequado para as extragOes das metilxantinas tanto no epicarpo quanto no
endocarpo, ao passo que apresenta as maiores abundancias relativas dos ions m/z 181,
m/z 195 e m/z 225. Entretanto, o tradicional método acido-base utilizado para as
extracdes de alcaloides mostrou-se inadequado para os residuos do cupuagu.

Com excecdo do ion m/z 225 no método 3, os demais picos observados para 0s
extratos do epicarpo apresentaram maiores abundancias relativas (%) em relagdo ao
endocarpo. Isto pode ter ocorrido por duas razdes: pode ser que nos extratos do epicarpo
exista uma quantidade maior de substancias ou a ionizacdo ndo foi adequada para os
extratos do endocarpo. A ionizacdo das substancias esta relacionada com varios fatores,
dentre eles a fonte de ionizacdo (ESI ou APCI) que por sua vez esta relacionada com a

composicdo da matriz. Um dos fatores que pode ter contribuido para as baixas
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ionizacdes observadas no endocarpo pode ser o fato da matriz ser bastante gordurosa,
devido o contato muito préximo com as améndoas e mesmo que 0s extratos tenham sido
desengraxados, ainda podem existir resquicios de substancias apolares que possam

atrapalhar a ionizacdo das metilxantinas presentes nos extratos do endocarpo do

cupuacu.
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Figura 36. Espectro de massas das extracdes das metilxantinas do epicarpo e endocarpo de T. grandiflorum.
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5.6.2. Fragmentac&o dos fons m/z 195, m/z 181 e m/z 225

A autenticidade dos picos observados por espectrometria de massas foi realizada
através da fragmentacdo m/s dos principais ions e comparados com seus respectivos
padrdes. Todas as fragmentacOes foram realizadas nas mesmas condi¢fes, no modo
positivo de ionizacao utilizando a fonte APCI. Conforme observado nas figuras 36 e 37
0 ion de m/z 195 caracteristico da cafeina foi observado em todos os métodos utilizados.
Entretanto, conforme a fragmentacdo do padrdo da cafeina (Fig. 38a) somente a
metodologia 3 apresentou 0 mesmo padrdo de fragmentacdo, tanto nos extratos do
epicarpo guanto nos extratos do endocarpo (Fig. 38b e Fig. 38c), mostrando a eficiéncia

e seletividade do método, sugerindo a presenca da cafeina nos residuos do cupuagu.

100 113811 NL:
a) Padrdo: cafeina 4,41E2

o 83,15 11008 12013 13626 151,27 163,02
167,12 NL:
0 b) Epi t. 3 163,09 8.13
icarpo: met.
80 plcarp 13816 |
60 177,14

10709 12115 13521
79,24 8340 97,20 117,19 ‘ 133L1% 139,15
Ly i P 1 Ll F "

c) Endocarpo: met. 3 98

0 163,14
20 8307 i w7 19819
5017 81L41j 88,99 108,13 126,30 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
s = [y 0 1 | [, |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 180

m/z

Figura 38. Fragmentos do ion m/z 195 nas extra¢des das metilxantinas em fonte APCI.

Na figura 39 é apresentada a fragmentacdo dos padroes de teobromina (m/z 181)
e teofilina (m/z 181). Por comparacdo aos espectros dos padrbes nenhuma das
metodologias utilizadas apresentam fragmentos semelhantes aos padrdes, sugerindo a

auséncia da teobromina e da teofilina nos extratos dos residuos do cupuagu. Portanto, 0s

Pagina | 79



picos m/z 181 observados inicialmente nas extracdes podem estar relacionados a outras

substancias que apresentem massas molares correspondentes a 181.
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Figura 39. Fragmentos dos padrfes de teobromina (b) e teofilina (a) em fonte APCI.

Na figura 40 ¢é apresentada a fragmentacdo do padrdo de teacrina (m/z 225) e do

pico correspondente a esse ion nas diferentes metodologias utilizadas para as extracoes

das metilxantinas. Por comparacdo ao padrao (Fig. 40a) é possivel notar a presenca do

ion m/z 225 em todas as extracGes do epicarpo e do endocarpo. Entretanto, verifica-se

que independente da metodologia utilizada este ion apresenta-se como componente

majoritario nos extratos do endocarpo. Assim, as caracteristicas das fragmentacoes do

ion m/z 225 por comparacgdo ao padrdo sugere que este ion pode estar relacionado com a

metilxantina teacrina.
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5.6.3. Avaliacdo dos Extratos das Metilxantinas por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Ultravioleta (CLAE-UV)

O cromatograma da mistura dos padrdes das metilxantinas teobromina (A),
teofilina (B) e cafeina (C) realizado por CLAE-UV ¢ apresentado na figura 41. As
analises foram realizadas em programacdo com corrida inferior a 15 minutos. Os
tempos de retencdo observados para as metilxantinas, em minutos, foram 11,18 para a

teobromina, 12,28 para a teofilina e 13,77 para a cafeina.

7
0 - Teofilina

] (12,28 min.)

60"
50-

Cafeina
40~ (13,77 min.)
30-

Teobromina
20 (11,18 min.)

o U
-10-
O‘.O 5‘.0 16.0 lé.O 26.0 Zé.O miﬁ

Figura 41. Cromatograma dos padrdes das metilxantinas teobromina (A), teofilina (B) e cafeina (C).

O tempo de retencdo obtido em nosso trabalho para os padrGes das metilxantinas
cafeina, teobromina e teofilina foram melhores do que os tempos de retencdo descritos
na literatura (MARX & MAIA, 1991; LU et al., 2009; PEREIRA-CARO et al., 2013)
ao passo que obtivemos menor tempo de analise e melhor resolucéo dos picos.

MARX & MAIA (1991) investigando as sementes de varias espécies de
Theobroma obteve em sua mistura de padrdes um tempo de retencdo de

aproximadamente 16,0 min. para a cafeina, 11,5 min. para a teobromina e 13,0 min.
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para a teofilina. LU et al. (2009) fazendo estudo de caracteriza¢do quimica nos extratos
das folhas de de Camellia assamica var. Kucha, obteve um tempo de retencdo de 30,5
min. para a cafeina e 17,3 min. para a teobromina. PEREIRA-CARO et al. (2013)
investigando os extratos das sementes de T. cacao em varios estagios de maturacao
obteve um tempo de retencdo de 11,0 min. para a teobromina e 25,3 min. para a cafeina.

No entanto, ARAGAO et al. (2009) avaliaram as melhores condigdes
cromatograficas, tais como a forca de eluicdo da fase mdvel, o efeito da acidez e o
tempo de anédlise, a fim de se obter uma boa resolucdo e separacdo dos picos dos
padrdes das metilxantinas. Na mistura dos padrBes obteve um tempo de retencdo de
5,52 min. para a cafeina, 2,88 min. para a teobromina e 3,68 min. para teofilina, sendo
portanto, melhores do que os tempos de retencdo obtidos em nosso trabalho.

Considerando a mesma fase estacionaria (fase reversa), as pequenas variacdes
observadas no tempo de retencdo das metilxantinas em relacdo aos trabalhos descritos
por MARX & MAIA (1991), ARAGAO et al. (2009), LU et al. (2009) e PEREIRA-
CARO et al.(2013), podem estar relacionadas com a forca de eluicdo da fase movel,
visto que a fase mdvel em cromatografia liquida desempenha um papel
excepcionalmente importante, ao passo que participa tanto do processo de eluicdo
quanto do processo de separacdo das substancias de interesse.

Na figura 42 sdo apresentados o0s cromatogramas das extragdes das

metilxantinas para o endocarpo do cupuagu conforme as metodologias utilizadas.
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Figura 42. Cromatogramas das extracdes do endocarpo do cupuacgu por diferentes metodologias de extragéo.

Pico C = cafeina; pico T = teacrina; pico X = pico nao identificado.
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Por comparacdo com os padroes, baseado em seus tempos de retencédo (Fig. 41)
¢ possivel notar a auséncia dos picos das metilxantinas teobromina e teofilina e a
presenca do pico caracteristico da cafeina (Pico C). E possivel notar pequenas
variacdes no tempo de retencdo dos picos das substancias avaliadas nas diferentes
metodologias de extracdo, no entanto, variac@es significativas sdo observadas aqueles
correspondentes a terceira metodologia. Fato este que pode esta relacionado com
aumento da acidez da fase movel, uma vez que a analise cromatogréafica para esta
metodologia foi realizada em dias posteriores.

As informacdes obtidas pelo perfil dos extratos realizados por EM, a
fragmentacgdes do ion de m/z 195, a comparagdo do tempo de retencdo com o padrédo
da cafeina e os espectros de U. V. com absor¢do caracteristica das metilxantinas

(270nm) (Fig. 43) indicam a presenca da cafeina nos extratos do endocarpo do

cupuacu.
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T — 1 T
200 300 400 nm
AU mAU
”f‘ 200 100 e o
] b) Metodologia 2 ] ¢) Metodologia 3

50

257

0

t t t R N A N
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Figura 43. Espectros de Ultravioleta do pico C (cafeina) nas diferentes metodologias utilizadas.
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VASCONCELOS et al. (1975) e HAMMERSTONE et al. (1994) usando
técnicas de extracdo e identificacdo distintas, isolaram e identificaram no endocarpo
do cupuagu, uma substancia com caracteristicas estruturais semelhantes ao pico T,
chamada de teacrina (1, 3, 7, 9 - tetrametilurato). Os espectros de ultravioleta
observados para esses picos (Fig. 44) séo caracteristicos de xantinas metiladas em 9.
Conforme CAVALIERI et al. (1954) além da absorcdo em aproximadamente 270nm,
xantinas metiladas em 9 apresentam uma banda de absor¢do secundaria em torno de
240nm. Portanto, as informacdes obtidas em nosso trabalho pelos espectros de massas
somados aos espectros de ultravioleta e 0 tempo de retencdo desses picos sugere a

presenca da teacrina, uma metilxantina metilada na posi¢do 9, cuja massa é 224.

AU mAU

a) Metodologia 1

a) Metodologia 2

T T
200 300 400 nm

| 207 227 293
F ¢) Metodologia 3

393

260 o 360 ‘ ‘ 460 nm
Figura 44. Espectros de Ultravioleta do pico T (teacrina) nas diferentes metodologias utilizadas.

Entretanto, a presenca da cafeina detectada no endocarpo do cupuagu em nosso
estudo discorda os resultados apresentados por VASCONCELOS et al. (1975),

MARX & MAIA (1991) e HAMMERSTONE et al. (1994), que constataram total
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auséncia da cafeina e da teobromina em seus estudos, considerando a teacrina como
unico e exclusivo componente do endocarpo do cupuagu.

Além dos picos caracteristicos da cafeina e da teacrina, o pico X observado nas
metodologias 1 e 3 apresentou-se como componente majoritario no metodo 1 e como
componente minoritario no método 3. Seus espectros de absorcdo no ultravioleta (Fig.
45) sdo caracteristicos de metilxantinas, sugerindo a presenca dessa classe ou de

derivados de xantinas.
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Figura 45. Espectros de Ultravioleta do pico X (pico ndo identificado) nas diferentes metodologias

Na figura 46 é apresentado o espectro de massas do pico X no modo positivo
de ionizacdo [M+H]". Conforme o espectro abaixo verifica-se que trata-se de uma
substancia com massa molar de 140 que apresenta a perda de dois fragmentos: o
primeiro fragmento pode estar relacionado com a saida do grupo metileno (-CH;) e o
segundo fragmento pode estar relacionado com a perda de uma molécula de agua
(H20). Entretanto, sdo apenas suposicdes, ao passo que trata-se de um derivado de
xantinas, ha possibilidades da ocorréncia desses fragmentos. No entanto, as
informac@es obtidas foram insuficientes para identifica a molécula relacionada a esse
pico.

Observando os cromatogramas apresentados na figura 42 verifica-se a
importancia da extracdo, ao passo que as trés metodologias utilizadas apresentaram
perfis distintos, visto que, na metodologia 1 0 componente majoritario foi representado

pelo pico X e nas metodologias 2 e 3 0 componente majoritario foi representado pelo
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pico T. A metodologia 3 extraiu maior variedade de metilxantinas, a metodologia 1 foi

mais especifica e a metodologia 2 foi a mais seletiva.
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Figura 46. Espectro de massas do pico X obtido em fonte APCI no modo positivo de ionizagdo [M+H]"
e seu espectro de U.V.

Na figura 47 sdo apresentados o0s cromatogramas das extracdes das

metilxantinas para o epicarpo do cupuagu conforme as metodologias utilizadas. Por

comparacdo com os padrdes baseado em seus tempos de retencdo (Fig. 41) e com 0s

espectros de U.V. é possivel notar, mesmo em pequenas concentragdes a presenca da

cafeina (Pico C) em todas as metodologias utilizadas. E, por comparagdo com 0s

cromatogramas do endocarpo verifica-se a presenca da teacrina (Pico T) nas

metodologias 1 e 2. O pico X conforme discutido anteriormente é caracteristico de

xantinas ou de seus derivados, sendo observado somente no método 1 apresentando-se

como componente majoritario (Fig. 47a).
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Figura 47. Cromatogramas das extragdes do epicarpo do cupuacu por diferentes metodologias de extracao.

Pico C = cafeina; pico T = teacrina; pico X = pico ndo identificado e pico Y = pico ndo identificado.

Além do pico X ndo identificado, observou-se a presenca do pico Y na

metodologia 1 com espectros de massas e U.V. apresentados na figura 48. Conforme o

espectro de massa desse pico é possivel notar as mesmas perdas de massas observadas

para o pico X, mostrando pequenas semelhangas entre ambos.
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Figura 48. Espectro de massas do pico Y obtido em fonte APCI no modo positivo de ionizagéo
[M+H]+ e seu espectro de U.V.

As extracOes realizadas para o epicarpo (Fig.47) apresentaram perfis
cromatogréficos diferentes conforme as metodologias utilizadas. O método 1 mostrou-
se mais eficiente para a extracdo da substancia representada pelo pico X, assim como o
método2 para a extracdo da teacrina (Pico T), esse comportamento foi observado tanto
para as extracOes do endocarpo quanto do epicarpo. Apesar de néo ter-se realizado a
quantificacdo das substancias por CLAE, verifica-se que os componentes observados
no epicarpo apresentam-se em concentragdo bem inferiores em relagdo ao endocarpo
do cupuagu.

5.6.4. Identificacdo da molécula da teacrina por Ressonancia Magnética Nuclear

Devido o grau de pureza e a seletividade observada para a extracdo do
endocarpo pela metodologia 2, analises de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN *H) e Carbono (RMN *3C) foram realizadas para esse extrato com o
proposito de confirmar a identidade do pico majoritario observado na figura 42b. No
espectro de RMN *H (Fig. 49) sio observados cinco sinais (81 = 3,36; 812 = 3,57; Sy

= 3,62; Ops = 3,72; dpys = 7,26). Conforme SILVERSTEIN et al.(2007) o 65 €
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caracteristico do solvente utilizado (CDCls), representado por um pequeno singleto.
Os demais deslocamentos observados representam ambientes quimicos diferentes,
caracteristicos de hidrogénios de compostos alifaticos (provavelmente do grupo
metila), sugerindo a presenca de quatro tipos de hidrogénios distintos na molécula.
Conforme a area dos sinais observados é possivel notar a presenca de doze atomos de

hidrogénios, sendo trés hidrogénio para cada ambiente quimico (A, B, C e D).

o 52
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0.9—;
0.8—§
0.7
0.6 4

054

Normalized Intensity

0.4
0.34

014 § EI5 3a a7 38 35 3t 33

S 70 6.5 6.0 55

5. 4. 4.0 35 3.0 25 20
Chemical Shift (ppm)

Figura 49. Espectro de RMN 'H da extracéo das metilxantinas obtido pela metodologia 2.

No espectro de RMN *3C (Fig. 50) sdo observados a presenca de 10 sinais,
onde o mais intenso (s = 78,0), caracteristico do solvente utilizado € representado por
tripleto (SILVERSTEIN et al., 2007). Os deslocamentos 6C1=28,50, 6C,= 29,61,
6C3=30,88 ¢ 6C,=31,93 sdo caracteristicos de carbonos metilicos, localizado na regido
mais protegida do espectro. E, cinco sinais caracteristicos de carbono quaternario
8C6=99,73 (C=C), 5C;=135,82 (C=C), 6Cs= 151,04 (C=0), 5C4=152,26 (C=0) e

6C10=153,85(C=0) foram observados.
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Figura 50. Espectro de RMN "*C do extrato das metilxantinas obtido pela metodologia 2.

As informacBes obtidas pelos espectros de RMN 'H e RMN *C estéo de
acordo com a estrutura proposta para a molécula da teacrina e conforme a descri¢do na
literatura (HAMMERSTONE et al., 1994). Os doze atomos de hidrogénios
distribuidos em quatro ambientes quimicos diferentes sdo observados assim como 0s
carbonos caracteristicos das metilas. Os demais sinais de carbonos observados,
caracteristicos de carbono quaternario apresentam os maiores deslocamentos devido
ao fato de estarem mais desprotegidos em funcdo da eletronegatividade do atomo de
oxigénio, deixando o carbono da carbonila mais desprotegido. Os demais sinais de
carbonos com deslocamentos inferiores sdo caracteristicos de dupla ligagdo entre
carbonos.

As informac0Oes obtidas por Espectrometria de Massas, Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada com detector de ultravioleta e Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio (*H) e Carbono (*3C) sugerem a presenca da teacrina (1, 3, 7, 9 -
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tetrametilurato) como principal alcaloide purinico detectado nos extratos do endocarpo do
cupuagu.

VASCONCELOS et al. (1975), em estudos comparativos das sementes do cupuacu
com as sementes do cacau mostraram a notavel presenca da cafeina e da teobromina nos
extratos do cacau e total auséncia nos extratos das sementes do cupuacu. Comportamento
inverso foi observado em relacdo a teacrina isolada exclusivamente do endocarpo do
cupuacu e identificada por Espectroscopia de Infravermelho, Ultravioleta e RMN *H.

HAMMERSTONE et al. (1994), utilizando diferentes técnicas de elucidacdo de
compostos organicos descrevem a presenca da teacrina em varias espécies do género
Theobroma, inclusive nos extratos do endocarpo de T. grandiflorum. Os resultados
experimentais obtidos em nosso trabalho, tais como a massa da molécula da teacrina obtida
por Espectrometria de Massas, assim como seus principais fragmentos; os deslocamentos
observados pela RMN *H para os hidrogénios da teacrina e seus espectros de absorcéo no
ultravioleta confirmam os resultados apresentados por HAMMERSTONE et al. (1994).
Entretanto, é importante destacar que nossos resultados corroboram os resultados
apresentados por VASCONCELOS et al. (1975) e HAMMERSTONE et al. (1994),
somente em relacdo a identificagdo da teacrina, uma vez que detectamos a presenca da
cafeina nos residuos do cupuacu.

A teacrina é um alcaloide purinico assim como a cafeina, a teobromina e a teofilina,
entretanto, os efeitos observados no sistema nervoso central (SNC) sdo diferentes para a
teacrina (XU et al., 2007). A cafeina e a teobromina apresentam efeitos estimulantes ao
passo que a teacrina apresenta efeitos sedativos e hipnoticos. A teacrina é um dos
principais componentes presentes nas folhas de Cammelia assamica var. Kucha, bastante
utilizada na forma de chés pela populacdo chinesa devido seus efeitos benéficos a saude

(XU et al., 2007).
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Apesar de ter sido descrita pela primeira vez em 1937, pouca atencdo lhe foi
atribuida (JOHNSON, 1937). No entanto, como componente majoritario nos extratos do
endocarpo do cupuacu, até entdo descartados como subprodutos pelas inddstrias de polpas
da Amazonia, esses residuos apresentam-se como excelentes matérias-primas para futuras
analises relacionadas ao SNC afim de transforma-se em algo util a populacdo da Amazonia
e do Brasil contribuindo para o desenvolvimento da sociedade e favorecendo ao meio

ambiente.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

v" Considerando as varidveis rendimentos, fendlicos, flavonoides, atividade
varredora de radicais livres e os espectros de massas foi possivel otimizar o
processo de extracdo das substancias fendlicas e dos flavonoides presentes no

epicarpo e endocarpo do cupuagu.

v" As condi¢des mais adequadas que proporcionaram melhores percentuais de
substancias fendlicas e flavonoides no epicarpo do cupuacu foram alcancadas

utilizando o método maceracao a quente combinado com o solvente etanol.

v Para os extratos do endocarpo do cupuagu as condicdes Otimas foram
alcancadas utilizando o método soxhlet combinado com etanol/agua (7:3), ao
passo que proporcionaram melhores rendimentos e maiores percentuais de

substancias fendlicas e flavonoides.

v" O perfil dos extratos brutos obtido por Espectrometria de Massas do
epicarpo e do endocarpo do cupuacu foram bem similares. Os ions de m/z 339,
325 e 311 caracteristicos de acidos fendlicos foram observados em todas as

extracoes.

v Nao foi possivel confirmar a presenca dos compostos fenélicos por CLAE-
UV. Possivelmente, devido a existéncia dessas substdncias em baixas

concentrag(”)es nos extratos.
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v" Dos ensaios colorimétricos utilizados para avaliar a atividade varredora de

radicais livres, somente o ensaio do DPPH® mostrou-se eficaz nos extratos dos

residuos do cupuagu.

v Os extratos obtidos do epicarpo apresentaram melhores atividades contra

radicais livres (Cls=69,5 pug/mL) no ensaio com DPPH*® em relacdo aos extratos

do endocarpo do cupuagu (Clsp=223,6 pg/mL).

v’ Para as extragbes do epicarpo, 0os métodos soxhlet (Clsp=69,5 pg/mL),
ultrassom (Clso=76,9 pug/mL) e maceragéo a frio (Clsp=79,0 pg/mL) combinados
com etanol/agua (7:3) apresentaram as melhores atividades varredoras de radicais

livres (Clsp).

v" A concentracdo inibitéria da atividade varredora de radicais livres obtida em
nosso trabalho para os extratos do epicarpo (Clsp=69,5 pg/mL) e do endocarpo
(Cl5p=223,6 pug/mL) do cupuacu foram melhores do que a concentracao inibitoria

descrita na literatura para esses residuos (554,87 pg/mL).

v" O perfil das extracfes das metilxantinas realizado por CLAE-UV indica as
metodologias 1 e 2 como as mais seletivas e a tradicional particdo acido-base

como menos eficiente.

v Através de técnicas espectroscopicas e cromatograficas confirmou-se a
necessidade e a importancia da adigdo de reagentes para remover o0s interferentes

no processo de extracdo das metilxantinas.
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v A molécula da cafeina (m/z 195) pela primeira vez foi detectada e
identificada nos extratos do epicarpo do cupuagu por Espectrometria de massas

pela fragmentacdo MS do seu ion e por CLAE-UV por comparacao com padrdes.

v A molécula da teacrina (m/z 225) foi confirmada nos extratos do endocarpo
e do epicarpo do cupuagu por Espectrometria de massas pela fragmentacdo MS de
seu fon, por CLAE-UV por comparagdo com padrdes e por Ressonancia

Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono (RMN **C).

v" As atividades bioldgicas descritas na literatura para a molécula da teacrina
agrega valores aos residuos do cupuacu, que sdo subprodutos das industrias de
polpas da Amazonia. O estudo de aproveitamento desses residuos realizados em
nosso trabalho indica o endocarpo do cupuacu como excelente matéria-prima

fonte da metilxantina teacrina.

v’ Estudos posteriores sdo necessarios a fim de obter informacdes mais
detalhadas sobre o potencial bioldgico e farmacoldgico da teacrina, contribuindo
para o desenvolvimento econdmico da Amazonia, favorecendo o meio ambiente
atribuindo um destino adequado a esses residuos que sao subprodutos da industria

de polpa na Amazonia.
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8. ANEXO
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Figura 51. Cromatograma da particdo em diclorometano do extrato
obtido pelo método soxhlet em etanol 70% do endocarpo do cupuagu.
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Figura 52. Cromatograma da particdo em acetato de etila do extrato
obtido pelo método soxhlet em etanol 70% do endocarpo do cupuagu.
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Figura 54. Cromatograma da particdo em diclorometano do extrato obtido
pelo método maceracao a quente em etanol 100% do epicarpo do cupuagu.
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Figura 55. Cromatograma da particdo em acetato de etila do extrato obtido
pelo método maceragdo a quente em etanol 100% do epicarpo do cupuagu.
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Figura 56. Cromatograma da particdo em metanol do extrato obtido pelo
método maceracao a quente em etanol 100% do epicarpo do cupuagu.
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