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RESUMO

As plantas medicinais produzem uma biodiversidade de metabdlitos secundarios, no
qual possuem como fungao principal a protecdo contra estresses abioticos e bioticos.
No ser humano, esses principios ativos sao responsaveis pelos feitos medicinal e
farmacoldgico. A Bertholletia excelsa (Lecythidacea), € uma planta oleaginosa nativa
da regido amazébnica. As classes quimicas comumente identificadas na espécie
compreendem os compostos fendlicos, terpenos e flavondides, os quais séo
responsaveis principalmente pela atividade antioxidante. Estudos recentes
confirmaram a presenca de compostos fendlicos como quercetina e acido
protocatecuico, que podem estar relacionados com a capacidade sequestradora de
radicais livres. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
fitoquimico de extratos brutos e fracfes da casca do caule da espécie. Logo, o material
vegetal coletado foi seco, moido, extraido com etanol 20 e 80% por meio da extracao
estatica exaustiva refrigerada por refluxo. Os extratos brutos foram filtrados,
concentrados e fracionados em ordem crescente com hexano, cloroformio, acetato de
etila e butanol. Em seguida, foi realizado as analises de prospeccéo fitoquimica em
tubos, CCD e EM. Os extratos etandlicos 20 e 80% apresentaram rendimentos totais
de 1,92 e 1,85 %, respectivamente. No teste em tubos, os resultados foram baseados
na mudanca de cor apos a reacdo ou formacéao de precipitado. Por meio do teste, foi
caracterizado a presenca de terpenos, esteroides, saponinas, flavonois e flavanonas.
No teste por CCD, foi caracterizado acidos fendlicos, flavonodides e terpenos. Também
foi observado uma atividade antioxidante frente ao DPPH. Na analise por EM, foi
caracterizado que 0os compostos majoritarios sao acidos graxos como: acido palmitico
(255 m/z), acido oleico 281 (m/z), acido linoleico (279 (m/z), acido estearico 283 (m/z)
e acido 9, 12, 13-trihidroxi-10-octadecendico (329 m/z), o que condiz com a literatura.
Além disso, também foi caracterizado a presenca majoritaria de uma ariltetralina
lignana (419 m/z) e um acido protocatecuico (153 m/z), de forma minoritaria. Portanto,
a atividade antioxidante pode estar associada com a concentracdo de constituintes
polares nas amostras. Esta pesquisa é de suma importancia e contribui para o
conhecido quimico da espécie.

Palavras-chaves: castanha-do-Brasil; Bertholletia excelsa, prospeccao fitoquimica,
antioxidante, espectrometria de massas



ABSTRACT

Medicinal plants produce a biodiversity of secondary metabolites, whose main function
is to protect against abiotic and biotic stresses. In humans, these active principles are
responsible for medicinal and pharmacological effects. Bertholletia excelsa
(Lecythidacea), is an oleaginous plant native to the Amazon region. The chemical
classes commonly identified in the species include phenolic compounds, terpenes, and
flavonoids, which are mainly responsible for the antioxidant activity. Recent studies
have confirmed the presence of phenolic compounds such as quercetin and
protocatechuic acid, which may be related to the free radical kidnapper capacity. In
this context, the objective of this work was to carry out a phytochemical study of crude
extracts and fractions of the stem bark of the species. Then, the collected plant material
was dried, ground, extracted with ethanol 20 and 80% by means of static exhaustive
extraction cooled by reflux. The crude extracts were filtered, concentrated and
fractionated in ascending order with hexane, chloroform, ethyl acetate and butanol.
Then, phytochemical prospecting analyses were carried out in tubes, CCD and MS.
Ethanolic extracts 20 and 80% showed total yields of 1.92 and 1.85 %, respectively. In
the tube test, the results were based on color change after reaction or precipitate
formation. Through the test, the presence of terpenes, steroids, saponins, flavonols
and flavanones were characterized. In the CCD test, phenolic acids, flavonoids and
terpenes were characterized. An antioxidant activity against DPPH was also observed.
In the MS analysis, it was characterized that the majority compounds are fatty acids
such as: palmitic acid (255 m/z), oleic acid 281 (m/z), linoleic acid (279 (m/z), stearic
acid 283 (m/z) and 9,12, 13-trihydroxy-10-octadecenoic acid (329 m/z), which is
consisten with the literature. In addition, the majority presence of a aryltetralin lignan
(419 m/z) and a protocatechuic acid (153 m/z) was also characterized in a minority
form. Therefore, the antioxidant activity may be associated with the concentration of
polar constituents in the samples. This research is of paramount importance and
contributes to the known chemistry of the species.

Keyword: Brazil nuts; Bertholletia excelsa; phytochemical prospecting; antioxidant,
mass spectrometry
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1. INTRODUCAO

Biodiversidade € uma definicdo recente, surgiu (1985) e refere-se a forma
ampla de diversidade biologica para denominar a variedade de formas de vidas, seja
na fauna ou flora (FRANCO, 2013). O Brasil é considerado o maior pais com rica
diversidade biolégica. Em funcéo disso, estima-se que o territério Brasileiro possua
22% do total de espécies vegetais do planeta (FERRO et al., 2006). O bioma
Amaz0nico, que ocupa uma regido de 5 milhdes de quildmetros quadrados (Km?), é
considerado o ecossistema com maior diversidade do mundo (IMAZON, 2009). De
acordo com a FAPESP “Estima-se que existam outros 12 milhdes de plantas ainda
por serem descobertas” (TOLEDO, 2013).

Quando observamos a biodiversidade do ponto de vista quimico da floresta
Amazonica, notamos que grande parte permanece desconhecida. Por essa razao,
estudos de caracterizagdo quimica podem contribuir para o entendimento da
biodiversidade do bioma Amazonico. Historicamente, as caracteriza¢cdes dos grupos
de metabdlitos secundarios foram desenvolvidas por ensaios classicos, 0s quais sdo
fundamentados em rea¢des quimicas. Contudo, as técnicas foram aprimoradas e hoje
existe equipamentos modernos com capacidade alta de identificacdo de substancias,

como exemplo, a Espectrometria de Massas (EM) (SIMOES et al., 2017).

Ao longo da histdria, 0os seres humanos sempre procuraram tratar suas
enfermidades por meio da utilizacdo de recursos naturais, como as plantas medicinais,
gue contém uma importante fonte de substancias farmacologicamente ativas
(REMPEL et al., 2019). Por esse motivo, a comunidade cientifica vem direcionando os
estudos biologicos com plantas usadas pela medicina popular para encontrar a cura
de doencas (ENGWA, 2018).

Nesse sentido, a espécie Bertholletia excelsa apresenta potencial para
descoberta de novas substancias ativas, € uma planta nativa da regido Amazonica,
de importancia econdémica, apreciada pela industria de cosmético e alimentos. As
substancias presentes na planta podem ser fonte de novas aplica¢des, nas areas da

saude, cosmética e quimica fina.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
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2.1Plantas Medicinais

Hoje em dia, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera que “uma
planta medicinal € qualquer vegetal que contém substancias que podem ser usadas
para fins terapéuticos”. Essas substancias, chamadas de principios ativos, podem ser
encontradas nos vegetais de forma livre ou conjugada, ligadas em constituintes como
proteinas e sacarideos, e incluem compostos como fendlicos, flavonodides,

triterpendides entre outras classes de metabdlitos (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

A literatura cientifica descreve diversas plantas medicinais, as quais
apresentam atividades farmacolégicas. A titulo de exemplo, podemos citar duas
espécies referidas por Bessa et al. (2013) e Silva (2018): a espécie Anacardium
othonianum Rizz. da familia Anacardiaceae que apresenta entre outras acao
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria e a Cecropia pachystachya T. da

familia Cecropiaceae, que apresenta acao anti-hipertensiva e hipoglicemiante.

A utilizacédo de plantas medicinais para fins terapéuticos ja acontece ha muito
tempo. Ha registros feitos por imperadores chineses a cerca de 3000 a. C. No entanto,
nao ha uma data exata sobre o conhecimento do uso de plantas medicinas. Mesmo
assim, acredita-se que o conhecimento de plantas medicinais se deu por meio da
observacao da natureza. O homem primitivo péde ter comecado a usar ervas locais
para amenizar dores e lesbes ao acaso ou com base na supersticdo (STAROSTA;
ANJOS, 2020).

Essa préatica de utilizar plantas medicinais como uso terapéutico, até o
momento ainda se encontra estabelecida nas mais diversas localidades do territorio
nacional. Essas regibes compreendem comunidades ribeirinhas, quilombolas,
indigenas, municipios interioranos e os grandes centros urbanos, onde esse modelo
de tratamento continua sendo uma das opc¢6es de uso preliminar. Este fato, se deve
a facilidade de acesso as plantas, aliado aos conhecimentos ancestrais e também
pela dificuldade de acesso ao sistema de saude do governo (CARNEIRO, 2019;
VEIGA, 2008). Logo, muitas pessoas continuam fazendo uso de plantas medicinais
para combaterem suas enfermidades (DA SILVA; DE OLIVEIRA; VICENTE, 2019).

2.2 Metabdlitos Secundéarios
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Uma das caracteristicas do reino vegetal € a presenca de atividade metabdlica
(NELSON e COX, 2014). O metabolismo vegetal pode ser dividido em primério e
secundario, o primario € aquele que fornece as substancias envolvidas nas funcbes
basicas essenciais na vida celular, tais como na fotossintese, os constituintes
bioquimicos envolvidos no metabolismo primario compreendem 0s aminoacidos,

nucleotideos, lipidios, carboidratos e proteinas (SA-FILHO et al., 2021).

Diferente dos primarios, os metabdlitos secundérios ndo estdo envolvidos em
processos geradores de energia, portanto, ndo possuem uma distribuicdo universal,
pois ndo sdo necessarios para todas as plantas (REZENDE et al., 2016). Existe trés
grandes grupos de metabdlitos secundarios: substancias nitrogenadas, compostos
fendlicos e terpenos, no Quadro 1 € mostrado estas classes quimicas (CUNHA et al.,
2016; BORGES; AMORIM, 2020).

Quadro 1. Classes de metabdlitos secundarios presentes em plantas medicinais e aromaticas

Substancias nitrogenadas Compostos fendlicos Terpenos
Alcalbides Cumarinas Isopreno (5 C)
Betalainas Ligninas Monoterpendides (10 C)

Glicosideos cianogénicos Lignanas Iridoides (10 C)
Glucosinolatos Fenilpropanoides Sesqueterpendides (15 C)
Taninos condensados Diterpendides (20 C)
Taninos hidrolisaveis Triterpendides (30 C)
Flavonoides Tetraterpendides (40 C)
Estilbenos

Fonte: Adaptado de REZENDE et al., (2016).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos naturais gerados em plantas, eles
sdo responsaveis por diversas transformac¢des quimicas, tendo como obijetivo
assegurar a protecdo contra estresses abioticos e bioticos (BORGES; AMORIM,
2020). Os produtos de metabdlitos secundarios sintetizados pelos vegetais, sdo de
estruturas complexas, com massas moleculares baixas, sdo encontradas em
concentragfes relativamente pequenas e apresentam atividades bioldgicas em acao
conjunta ou de forma isolada (SILVA; LIMA, 2016).

Os metabdlitos secundarios frente a fatores biéticos, desempenham um papel
crucial como atrativos ou repelentes de polinizadores. Bem como, na prote¢ao contra
pragas e doencas causados por herbivoros, patdbgenos ou outros organismos

maléficos. Enquanto, a a¢do protetora contra estresses abidticos, estdo relacionados
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com fenbmenos associados a temperatura, estresse hidrico, exposicéo a radiagdo UV
do sol, deficiéncia de nutrientes e minerais. No ser humano, esses principios ativos
sdo responsaveis pela acdo farmacolégica de uma planta (REZENDE et al., 2016;
LUNA, 20186).

Em vista disso, os metabdlitos secundarios de plantas possuem valor
econbmico no ponto de vista das aplicacfes tecnoldgicas. Quando identificados e
isolados, as substéncias ativas podem ser aplicadas em setores da industria
nutracéutica, cosmética e quimica fina. Esses ativos sao utilizados no
desenvolvimento de produtos com valor agregado como medicamentos, saborizantes,

conservantes, fragrancias, inseticidas e nutracéuticos (REZENDE et al., 2016).

2.3Atividade Antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos ativos presentes em plantas em pequenas
concentragcdes, bem como sao substancias capazes de retardar ou inibir as taxas de
oxidacbes de maneira eficaz, quando ocorre a producdo excessiva de radicais de
oxigénio (SANTOS; ANDRADE, 2022). Dentre os antioxidantes, destacam-se 0s
compostos fenolicos, terpendides e flavonoides como protetores contra a formacgao

dos radicais livres de oxigénio no organismo celular (SILVA et. al., 2018).

Os radicais sdo atomos ou moléculas liberadas por vias metabdlicas vegetais
e animais, sdo altamente reativos e instaveis por conterem um ou mais elétrons nao
pareados em seus orbitais atbmicos ou moleculares, em funcédo disso, os radicais
agem como intermediarios na transferéncia de elétrons em processos bioquimicos,
logo, provocam inumeras reacdes em cadeia no organismo que terminam alterando a
estrutura molecular de diversos componentes celulares (DA COSTA; MONTEIRO,
2009; VASCONCELOS et al., 2014; LIMA; BEZERRA, 2012).

Os radicais livres sdo o0s principais responsaveis pela perda da qualidade
nutricional dos alimentos, causadas pelas alteracbes fisicas, enzimaticas,
microbiolégicas e quimicas (DA COSTA et al., 2010; SILVA, BORGES, FERREIRA,
1999). Além disso, sdo responsaveis por doencas que acometem o homem como
carcinogénese, doencgas degenerativas, envelhecimento precoce, danos celulares
dentre outras (GANESH et al., 2018).
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Por isso, atualmente h& um crescente interesse em encontrar plantas
medicinais e aromaticas, que disponham de compostos fendlicos presentes nos
extratos vegetais com a¢fes antioxidantes. Substancias com nucleo fenélico, como
flavonoides, tocoferol e acidos fendlicos sao capazes de inibir e reduzir lesbes
causadas pelos radicais livres nas células, além de quelarem ions férricos que
catalisam peroxidacdes lipidicas (BURATTO et al.,, 2011). A busca por essas
substancias ativas, tem como meta: aprimorar a conservacao de alimentos, a
producéo de diversos produtos funcionais e o combate das enfermidades causadas
por processos oxidativos, com uso de medicamentos e farmacos produzidos a partir
de substancias inibidoras de radicais livres (DA COSTA et al., 2010; SILVA et. al.,
2018; SOUZA et al., 2007).

2.4Familia Lecythidaceae

A familia Lecythidaceae € composta por mais de 200 espécies de plantas entre
arvores e arbustos, e cerca de 11 géneros nativos de regides de climas neotropical e
paletropical como do sudeste da Asia, Africa ocidental e América do sul e central. No
territorio Brasileiro boa parte dessas espécies estéo localizadas em habitats de terra
firme na floresta Amazoénica e Mata Atlantica, um exemplo comum dessa familia é a
espécie conhecida como Bertholletia excelsa (castanha-do-Brasil) (JANOVIK, 2011;
HAYASIDA, 2015).

De acordo com as palavras de Hayasida (2015), a familia Lecythidaceae possui
poucos estudos fitoquimicos. Todavia, nos ultimos anos houve um aumento nas
pesquisas quimicas com a familia Lecythidaceae. Dentre as espécies mais relatadas
na literatura destacam-se a Eschweilera coriaceae, a Eschweilera longipes, a
Eschweilera ovalifolia, a Lecythis pisonis Cambess, a Couroupita guianensis, a

Cariniana rubra Gardner ex Miers, a Cariniana domestica e a Bertholletia excelsa.

As classes e subclasses quimicas relatadas na familia Lecythidaceae através
de andlises fitoquimicas indicam a presenca de substancias como antraquinonas,
cumarinas, flavanonas, flavanois, flavondides, alcaldides leucoantocianidinas,
saponinas, esterdides, taninos, xantonas, compostos fendlicos e terpenos em gerais.

O Quadro 2 mostra alguns metabdlitos quimicos identificados e quantificados em
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espécies da familia Lecythidaceae (SILVA, 2014; JANOVIK, 2011; CARVALHO et al.,
1998; HAYASIDA, 2015).

De acordo com o estudo levantado, as principais substancias encontradas com

maior frequéncia na familia Lecythidaceae sdo os terpendides, especialmente

triterpenos, saponinas triterpénicas e esteroides (TAVARES, 2014). Dentre esses

compostos, estdo lupeol (1), amirina (2), sitosterol (3), estigmasterol (4), &cido

arjundlico (5), taraxasterol (6), friedelina (7), friedelanol (8) e outros terpenos listados

abaixo.

Quadro 2. Classes de compostos quimicos relatados para familia Lecythidaceae na literatura

ESPECIES CLASSES QUIMICAS AUTORES
Cariniana domestica Esterdides/Terpendides: lupeol; B-amirina; a-amirina; - Jonovik et al.,
(Mart) Miers; Cariniana | sitosterol; estigmasterol; acido arjundlico; sitosterol 3-O-3- (2012); Silva

rubra Gardner ex
Miers; Eschweilera
Longipes Miers;
Couroupita guianensis
Aubl

D-glucopiranoside; 2-(3-O-B—glucopiranosil acido
arjunolico); 28-B-glucopiranosil-23-O-acetil acido arjunolico;
3-0O-B-glucopiranosil arjunolico acido; 28-O-[a-L-
rhamnopiranosil-(1—2)-p-glucopiranosil]-23-O-acetil 4cido
arjunolico; stigmast-5,22e-dien-3B-ol; stigmast-5-em-3-ol;
cinamato de B-amirina; cinamato de a-amirina; 3-oxo-
fridelano; 33-hidroxi-fridelano; 3-oxo-ursa-12(13)-eno; 3-
oxo-olean-12(13)-eno; a-tocoferol; tocotrienol; taraxasterol;
3-a-hidroxi-lupeol; 3-a-hidroxi-taraxasterol; 3-pinene; 3-
carene; limonene; a-bergamotene; 3-caryophyllene;
germacrene D; linalool; 6-camphenol; cis-verbenol;
fridelina; fridelinol; a-amirenona; B-aminerona; 4,8,12,16-
tetrametil-heptadecan-4- olideo; neofitadieno; B-friedelanol;
friedelina

(2014); Carvalho et
al., 1998; Khan et
al., (2014); Da
Costa (2003);
Tavares (2014).

Cariniana domestica
(Mart) Miers

Carotendides: licopeno, B-caroteno

Janovik (2011).

Cariniana domestica
(Mart) Miers; Cariniana
rubra Gardner ex
Miers; Couroupita
guianensis Aubl;
Eschweilera coriaceae
(Mori, Scott A.)

Fendlicos: acido galico; acido cafeico; acido glorogénico;
oleuropeina glicosilada; aglicona da oleuropeina; acido
hidroxifenilacetico; carvacrol; 2,3,5,6-tetramethylphenoaol;

9,10-dihidro-fenantreno

Janovik (2011);
Silva (2014); Khan
et al., (2014);
Hayasida (2015).

Cariniana domestica
(Mart) Miers; Cariniana
rubra Gardner ex
Miers; Napoleona
imperialis

Flavondides: rutina; quercetina; epicatequina; kaempferol;
luteolina-7-O-glucosideo; k-glicuronideo; pinocembrina

Janovik (2011);
Silva (2014);
Ukachukwu et al.,
2015).

Napoleona imperialis

Alcaléides: lunamarina e ribalinidina

Ukachukwu et al.,
(2015).

Eschweilera ovalifolia

Acidos graxos: acidos dodecandico; tetradecandico;
hexadecandico; octadecandico

Tavares (2014).
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Além dos terpenos, as espécies da familia Lecythidaceae apresentam alguns
estudos quimicos que conduziram a identificagcdo de compostos carotenéides como
licopeno (9) e betacaroteno (10); fendlicos como acido galico (11), &cido caféico (12),
acido clorogénico (13), oleuropeina (14), acido hidroxifenilacético (15); carvacrol (16)
e 2,3,56-tetrametilfenol (17); flavondides como rutina (18), quercetina (19),
epicatequina (20), kaempferol (21), luteolina-7-O-glucosideo (22) e pinocembrina (23);
alcaléides como lunamarina (24) e ribalinidina (25) e acidos graxos como acidos
dodecandico (26), tetradecandico (27), hexadecandico (28) e octadecandico (29)
(JANOVIK, 2011; UKACHUKWU et al., 2015; TAVARES, 2014). A Figura 1 a seguir,

ilustra as estruturas moleculares desses respectivos constituintes quimicos.

Figura 1. Estruturas moleculares de alguns compostos quimicos das classes dos terpendides,
carotenoides, acidos fendlicos, flavonoides, alcaldides e acidos graxos ja identificados em espécies da
familia da Lecythidaceae
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Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2022).
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2.5Bertholletia excelsa

25.1 Aspectos Botéanicos

A castanha-do-Brasil € uma arvore originaria da regido Amazobnica, é
classificada como uma Angiosperma, da classe Dicotiledonea, da ordem Myrtiflorae,
género Bertholletia, espécie excelsa e pertence a familia das Lecythidaceaes (DA
SILVA; KLUCZKOVSKI; LIMA, 2022). A arvore da castanha-do-Brasil Figura 2-A é de
grande porte, quando adulta pode alcancar alturas de at¢é 50 m e 16 m de
circunferéncia (DOS SANTOS, 2011). Seu caule Figura 2-B € robusto de forma
cilindrica com casca escura, ramos encurvados nas pontas e com galhos desprovidos
até a copa (BENTES, 2007). Seu fruto € um ourico Figura 2-C de casca espessa, de
forma esférica, com casca lenhosa dura, com cerca de 20 cm de diametro, que contém
em seu interior em média de 15 a 24 sementes (BORELLA, 2016). As sementes
Figura 2-D sé@o de coloracdo branca e de aspecto oleoso, apresentam cascas
lenhosas com uma fina pelicula lignificada (CAMARGO; CASTRO; GAVILANES,
2000). Suas folhas Figura 2-E apresentam uma coloracdo verde escuro, bases
redondas, subcuneadas, brilhosas na parte superior, palidas na inferior e medem de
17 a 36 cm de comprimento por 6,5 a 15,5 cm de largura (CARVALHO, 2014).

Figura 2. Aspectos botanicos da Bertholletia excelsa (A) arvore da castanha-do-Brasil (B) caule do
tronco da arvore (C) fruto (ourico) com sementes em seu interior (D) améndoas e (E) folha da espécie
;AL iy T (i R T~ ' o W
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Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2022).

2.5.2 Localizagdo Geografica
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A espécie Bertholletia excelsa se adapta perfeitamente em areas de terra firme,
de solos argilosos, regides tropicais, chuvosa, de clima quente iumido com periodo de
estiagem definido, quase sempre em é&reas de dificil acesso conhecido como
castanhais (BARBEIRO, 2012). Sua floracdo esta de modo geral intimamente ligada
as condicdes climatolégica de cada zona fisiografica (ALVES et al., 2018). Sendo
assim, seu periodo de frutificacdo e coleta manual apresentam variagcdes decorrentes

de condig¢bes climaticas de cada regido.

A espécie € popularmente conhecida em algumas regides do Brasil como
castanha-do-Brasil, castanha-do-Para, castanha-da-Amazbnia, castanheira ou
Amendoeira-da-América. Ou seja, a sua nomenclatura pode variar de acordo com a
localizacdo geogréafica (LOCATELLI et al., 2010; LORENZI, 2002). Aléem do territorio
Brasileiro, a espécie ocorre também em outros paises da Ameérica-Latina como
Venezuela, Coldombia, Peru, Bolivia, Suriname e Guianas. A espécie também
predomina em todos os estados da Amazonia Legal (Acre, Amapa, Amazonas,
Maranhéo, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins), sendo que os estados
do Para, Mato Grosso, Amazonas, Acre e Maranhd&o concentram as maiores
populacdes de castanheiras (SANTOS, 2015).

2.5.3 Importancia Econémica Regional

Os estados do Amazonas, Para e Acre sao responsaveis por mais de 80% do
volume produzido de castanha no Brasil (SILVA, 2010). A castanha-do-Para, € uma
espécie que apresenta valor econémico desde a sua coleta até a sua aplicacéao
industrial. Seus frutos sdo coletados por “castanheiros”, que geralmente sao
moradores locais, e a comercializacdo desse recurso natural € muitas das vezes a
principal renda para muitos extrativistas florestais situados em comunidades
indigenas, ribeirinhas e quilombolas (CARDOSO et al., 2017). Além da venda das
améndoas, o fruto ourico pode ser utilizado na confeccdo de artesanatos como

luminaria, cinzeiros, colares e chocalhos (CAMARGO et al., 2010).

As améndoas possuem um grande potencial econdmica devido os seus altos
teores nutricionais e sua ampla empregabilidade, tornando-a comercializada
nacionalmente e internacionalmente (PACHECO; SCUSSEL, 2006). Além da sua
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utilizagdo in natura, ela € consumida no modo torrada, em farinhas e doces
(BURATTO et al., 2011). A matéria prima € amplamente aplicada e vendida como
cosméticos e farmacos em forma de batom, creme hidratante, cicatrizante, 6leo,
repelente, sabonete e xampus (CAMARGO et al., 2010).

2.5.4 Composicéo Bioquimica da Bertholletia excelsa

Na literatura ha poucos estudos descrevendo os aspectos bioquimicos da
casca do caule da castanha-do-Brasil. Por outro lado, ha muitos trabalhos voltados
para quantificacao e identificacdo desses compostos nas améndoas e principalmente
no Oleo, devido terem grande importancia comercial na industria da alimentacdo. Um
estudo de carater bioquimico realizado por Lima et al. (2014), com as améndoas, foi
identificado a presenca de duas classes de fosfolipidios (acido fosfatidico e

fosfatidilinositol) além de oito substancias lipidicas em sua composicao.

Nas améndoas, estudos tem demostrado que as nozes da castanha-do-Brasil
sdo extremamente ricas em acidos graxos monoinsaturados, poliinsaturados e
saturados; contendo em sua composic¢ao substancias como os acidos graxos 6mega-
3, 6mega-6, a-linolénico, linoleico, oleico, palmitico, estearico e entre outros
(CHUNHIENG et al., 2004; KARACAOGLU et al., 2020; THOMSON, 2011; YANG,
2009).

A castanha-do-Brasil pode ser classificada como uma planta oleaginosa. Em
sua composicdo, acidos graxos monoinsaturados oleicos, poli-insaturados e
saturados compdem 25%, 21% e 15% respectivamente em sua composicao
nutricional. Seu teor lipidico (66,61 g/100 g) supera nozes como da castanha de caju
(46,40), amendoim (49,00), pistache (54,70), “walnuts” (60,10) e “almond” (51,30),
ficando atras apenas da macadamia (76,00) (CARDOSO et al., 2017).

As améndoas da castanha-do-Brasil, possuem minerais e vitaminas em sua
composicao, tornando-se um produto com alto valor nutritivo e com grande valor
econdmico. Possibilitando tanto o seu consumo quanto sua utilizagdo no comércio
industrial. Sua composicéo inclui os minerais como: selénio (Se), cromo (Cr), arsénio
(As), célcio (Ca), magnésio (Mg), manganés (Mn), potassio (K), zinco (Zn), cobre (Cu),
ferro (Fe) e fosforo (P) (CARDOSO et al., 2017; CHUNHIENG et al., 2004; THOMSON,
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2011; YANG, 2009; KLUCZKOVSKI et al., 2015). Além dos minerais, as améndoas da
castanha-do-Brasil também séo ricas em vitaminas A, B1, B2, C e E (DA SILVA, 2019).

O selénio, por exemplo, é encontrado em teores elevados nas améndoas da
castanha-do-Brasil, devido ao solo amazdnico apresentar quantidades alta deste
mineral (LEMIRE et al., 2010). Por esse motivo, estudos tem tentado demostrar que o
Se contido em proteinas de fontes naturais pode estar associado a atividade
anticarcinogénica (JAYASINGHE; CARUSO, 2011). De acordo com o trabalho de
Chunhieng et al. (2004), foram detectadas concentracbes de Se entre 0,4 a 12,7
mg/100 g, nas améndoas. Outros estudos indicaram concentragfes médias variando
entre 2,35 e 43,9 mg/100 g (THOMSON, 2011) e 5,1 ug Se g* + 10,6% e 49,9 ug Se
g?! + 6,4% (DUMONT et al.,, 2006). Apesar de ainda ndo ser comprovado, as
concentragbes do Se, assim como qualquer outro mineral, podem variar de acordo
com o clima, solo, regides e até mesmo entre sementes da mesma arvore (LEMIRE
et al., 2010).

Os minerais Mg e P foram descritos nas améndoas em concentracdes de 1.400
e 2.400 mg/100 g, respectivamente (CHUNHIENG et al., 2004). Outros estudos, como
os citados por Cardoso et al. (2017), encontraram concentracdes similares dos
minerais Mg (0,4 a 967,9 mg/100 g) e P (695,5 a 853,0 mg/100g). Além disso, o estudo
de revisédo descreve concentracdes dos micronutrientes, Fe (0,1 a 7,4 mg/100 g), Cu
(0,1a5,9 mg/100 g), Zn (0,6 a 11,0 mg/100 g) e Ca (0,4 a 743,3 mg/100 g). Além dos
minerais essenciais, a castanha-do-Brasil também possuem niveis elevados de bario
(Ba) e radio (Ra) nas concentracfes de 96 a 1990 ug/g e (226RA 17-27 mBg/g e
228RA 18-31 mBqg/g), respectivamente (PAREKH et al., 2008).

As nozes da Bertholletia excelsa, possuem em sua composicado de 15 a 20%
de proteinas (BURATTO et al., 2011). Também, contém aminoacidos como: aspartico,
glutamico, serina, glicina, histidina, arginina, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina,
metionina, cisteina, isoleucina, leucina, fenilalanina, lisina, triptofano, asparagina e
glutamina (KARACAOGLU et al., 2020; THOMSON, 2011). Os aminoécidos lisina,
metionina e cisteina foram detectados teores de (3,3%), (6,3%) e (2,2%),

respectivamente nas améndoas (CHUNHIENG et al., 2004).
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Deste modo, as améndoas da castanha-do-Brasil contém micronutrientes
benéficos para a saude nutricional (CARDOSO et al.,, 2017). Os nutricionistas
apontam que a ingestdo adequada desses nutrientes provenientes de produtos
organicos naturais pode ajudar no sistema imunitéario, na protecao contra estresses
oxidativos e ocorréncias de processos infecciosos (BIASEBETTI et al.,, 2018).
Portanto, os minerais e vitaminas presentes nas améndoas da castanha-da-Brasil sao
importantes, tanto, para a reposicao nutricional de micronutrientes essenciais para
organismo humano, quanto, para combate contra processos oxidativos. O Quadro 3
a seguir resume as classes bioquimicas ja descritas na literatura a respeita da espécie

Bertholletia excelsa.

Quadro 3. Compostos bioguimicos quantificados e/ou identificados na espécie Bertholletia excelsa

ORGAOS VEGETAIS

CLASSES BIOQUIMICAS

AUTORES

Améndoas

Lipidios: acidos graxos monoinsaturados,
poliinsaturados e saturados (fosfolipidios,
acido graxo 6mega-3, acido graxo 6mega-6,
acido a-linolénico, &cido linoleico, acido
oleico, esqualeno, acido palmitico, acido
palmitoléico, acido araquiddnico, acido
docosandico, acido araquidico, acido
eicosanoico, acido miristico, acido
heptadecandico, acido laurico, acido elaidico,
acido erucico e acido estearico)

Lima et al., (2014); Ryan et al.,
(2006); Yang, (2009); Cardoso
et al., (2017); Santos et al.,
(2013); Pereira et al., (2019),
Kluczkovski et al., 2015.

Améndoas

Minerais: selénio (Se-(Cys)2 e Se-Met),
cromo, arsénio, calcio, magnésio, manganés,
potassio, sddio, zinco, cobre, ferro e fésforo

Chunhieng et al., (2004);
Karacaoglu et al., (2020); Yang,
(2009); Dumont et al., (2006);
Santos et al., (2013);
Kluczkovski et al., 2015.

Améndoas

Aminoécidos: acido aspartico, acido
glutédmico, serina, glicina, histidina, arginina,
treonina, alanina, prolina, tirosina, valina,
metionina, cisteina, isoleucina, leucina,
fenilalanina, lisina, triptofano, asparagina,
glutamina

Chunhieng et al., (2004);
Karacaoglu et al., (2020);
Santos et al., (2013).

2.5.5

Composicado Quimica da Bertholletia excelsa

Os compostos fendlicos pertencem a diversas categorias de metabolitos

secundarios,

como fendis simples,

acidos fendlicos, cumarinas,

flavondides,

estilbenos, lignanas, ligninas, taninos condensados e hidrolisaveis (SOUZA et al.,
2007). Alguns desses constituintes quimicos e seus derivados ja foram identificados
e/ou quantificados por técnicas cromatograficas, espectroscopicas e espectrométricas

tais como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplado a detectores de
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arranjo de diodos (DAD) e espectrometria de massas de ionizagdo por eletrospray no
modo negativo (ESI-(-)-EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) em améndoas,
cascas da semente, pelicula marrom da semente, residuos de biomassa da casca do
caule, raiz, residuo da raiz, casca da raiz e entrecasca do caule, (DA SILVA et al.,
2019; GOMES, TORRES, 2015; JOHN, SHAHIDI, 2010; SCHOTT et al., 2018;
MOZOMBITE, 2020).

Na literatura a descricdo da identificacdo e/ou a quantificacdo de flavondides
como: rutina (1), quercetina (2), epicatequina (3), kaempferol (4), catequina (5),
galocatequina (6), taxifolina (7), miricetina-3-O-ramnésido (8), proantocianidina (9) e
seus derivados (JOHN, SHAHIDI, 2010; KARACAOGLU et al., 2020; GOMES,
TORRES, 2015; SCHOTT et al., 2018). Em relagéo ao teor, os flavonoides foram
detectados nas améndoas, na concentragao de 107,8 mg/100 g (YANG, 2009).

Os estudos realizados por Gomes e Torres (2015); John e Shahidi (2010) e
Schott et al. (2018), detectaram a presenca dos seguintes acidos fendlicos: acido
galico (10), &cido protocatecuico (11), acido vanilico (12), acido elagico (13),
protocatecualdeido (14), acido p-cumarico (18), acido sinapico (19), resveratrol (20),
acido 2,4-dihidroxibenzéico (21) e acido p-hidroxibenzoico (22). No estudo de Gomes
e Torres (2015), os compostos fendlicos foram encontrados em concentracfes
variando de 70 a 421 mg/kg, enquanto, Yang (2009) detectou nas améndoas

substancias fendlicas totais na concentracdo de 169,2 mg/100 g.

No estudo de Da Silva et al. (2019) e Mozombite (2020), realizados com
residuos de biomassa de raiz, casca de raiz, entrecasca e casca do caule da
castanha-do-Brasil, foram identificados e/ou quantificados os seguintes compostos
fendlicos: acido elagico (13), acido valoneico dilactona (15), acido elagico hexesideo
(16), eschweilenol C (17), acido elagico pentosideo (23) e éacido metil elagico
deoxihexosideo. O estudo mostrou, que as cascas do caule contém grandes
guantidades de acido elagico. Um total de 4,96 e 44,09 g/kg de derivados de acido

elagico por residuos secos foram determinados para as cascas.

Além dos compostos fendlicos e flavonoides, ja foram indicadas as presengas
de tocoferois, fitoesterdis e triterpendide pentaciclico. De acordo com a revisao de
Yang (2009); Thomson (2011) e Karacaoglu (2020), as substancias a-tocoferol, y-

tocoferol e &-tocoferol (24) foram detectadas nas améndoas da castanha-do-Brasil nas
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concentragbes 5,73 + 1,54 mg, 7,87 + 2,15 mg e 0,77 + 0,66 mg, respectivamente.
Enquanto que no oOleo da semente da castanha-do-Brasil, foram encontrados os
fitosterdides: sitosterol (25), estigmasterol (26) e campesterol (27) nas concentracdes
de 1.325,4 +68,1 mg/g, 26,9 £ 4,4 mg/g e 577,5 £ 34,3 mg/g, respectivamente (YANG,
2009). O estudo realizado por Campo et al. (2005), com a casca do caule de B.
excelsa, isolou o acido betulinico (28) do extrato hexanico. O Quadro 4 a seguir,
resume as classes fitoquimicas descritas na literatura presente em B. excelsa e a

Figura 3 ilustra, algumas estruturas moleculares desses compostos quimicos.

Quadro 4. Compostos fitoquimicos quantifcados e/ou identificados na espécie Bertholletia excelsa

ORGAOS CLASSES QUIMICAS AUTORES
VEGETAIS
Améndoas, cascas | Flavonoéides: rutina; taxifolina, miricetina- | Gomes e Torres, 2015; John
da semente, pelicula 3-O-ramnosido, quercetina, catequina, & Shahidi, 2010; Karacaoglu
marrom derivado da catequina; galocatequina;, et al., 2020; Schott et al.,
epicatequina, Kaempferol; 2018; Yang, 2009; Cardoso
proantocianidina et al., (2017).
Améndoas, cascas Acidos fendlicos: acido citrico, acido Da Silva et al., 2019;
da semente, pelicula protocatecuico, acido vanilico, &cido Mozombite, 2020; Gomes &
marrom, casca do galico, acido elagico, derivado do &cido Torres, 2015; John e Shahidi,
caule, raiz, residuos protocatecuico, protocatecualdeido, 2010; Karacaoglu et al.,
da raiz, casca da derivado do &cido eldgico, derivado do 2020; Schott et al., 2018;
raiz, entrecasca acido gélico, derivado do &acido vanilico, Yang, 2009; Cardoso et al.,
dilactona de &cido valoneico, glicosideo (2017).

de acido elagico, pentosideo de acido
elagico, acido metil elagico
deoxihexosideo, eschweilenol c., &cido
2,4-dihidroxibenzéico, acido p-
hidroxibenzéico, acido p-cumarico, acido
sindpico, resveratrol

Améndoas, casca Terpenoides/Esteroides: Acido Karacaoglu et al., 2020;
do caule betulinico, B-sitosterol, estigmasterol e Yang, 2009; Cardoso et al.,
campesterol. (2017), Campos et al, (2005).
Améndoas Outros compostos: a-tocoferol, y- Karacaoglu et al., 2020;
tocoferol, 6-tocoferol, esqualeno Ryan et al., 2006; Yang,

2009; Cardoso et al., (2017).

Portanto, a B. excelsa, e elevado endemismo na Amazobnia, demonstra
potencial para a producdo de metabdlitos secundarios, que podem contribuir para
apoiar os estudos fitoquimicos da familia Lecythidaceae, bem como para a descoberta
de novas substancias com aplicacfes tecnoldgicas, conservacao de alimentos, nos
cuidados da saude, para beleza e principalmente para producdo de farmacos e
nutracéuticos (CHUNHIENG et al. 2004; SILVEIRA, 2015).
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Figura 3. Estruturas moleculares de alguns compostos quimicos das classes dos terpendides,
esterdides, fendlicos e flavondides ja identificados na espécie da Bertholletia excelsa
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2.5.6 Atividade Bioldgica

Bertholletia excelsa €é uma espécie amplamente estudada na
contemporaneidade, em funcdo disso, h4 muitas pesquisas dedicadas a encontrar
extratos vegetais com atividades biologicas, uma vez que, constituintes bioativos com
essas propriedades sao altamente buscados para serem utilizados como aplicacdes
em produtos com valores agregados, seja no desenvolvimento de nutracéuticos ou
como ingredientes alimentares funcionais. Dentre os estudos bioldgicos feitos com a
castanha-do-Brasil, a capacidade antioxidante total € a mais investigada, em razao de
compostos fendlicos e flavondides estarem associados aos efeitos anticancerigeno,
anti-inflamatorio e anti-hipertensivo (GOMES; TORRES, 2015; JOHN; SHAHIDI, 2010;
YANG,; LIU; HALIM, 2009; CARDOSO et al., 2017; MOZOMBITE, 2020).

Os autores Gomes e Torres (2015); Cardoso et al. (2017), concluiram em seus
trabalhos que as sementes da castanha-do-Brasil apresentam capacidade
antioxidante, e atividade biolégica esta relacionada com a presenca selénio,
compostos fendlicos e flavondides. Ja John e Shahidi (2010) constataram que a
atividade antioxidante é maior nos extratos da pelicula marrom que envolve a semente
do que nas proprias améndoas e cascas, compostos fendlicos ligados a essa atividade
biologica foram identificados e quantificados. Diante dos resultados, ambos os autores
concordam que a castanha-do-Brasil possuem substancias bioativas com capacidade

efetiva de controlar estresses oxidativos gerados pelos radicais livres no organismo.

Ao estudar as améndoas da castanha-do-Brasil BURATTO et al. (2011)
concluiu que as sementes apresentam baixas concentracdes de constituintes polares
como fendlicos e flavondides, ndo apresentam capacidade antimicrobiana nas
concentracfes testadas, mas, apresentam elevada capacidade sequestradora do
radical DPPH. A capacidade antioxidante de extratos de améndoas da castanha-do-
Brasil é inferior a nozes como “walnuts”, noz-peca, “peanuts”, pistache, cajueiro e
amendoeira, mas, superiores a nozes de pinhao, noz mecadamia e aveld (YANG; LIU;
HALIM, 2009). Além das nozes, a entrecasca, casca do caule e raiz da castanha-do-
Brasil, também possuem estudos biolégicos. Um estudo realizado com extratos,
fracbes e um Aacido bentulinico isolado de Bertholletia excelsa foi evidenciado
capacidade tripanocida (superior a 70% na concentragdo de 500 pg/mL),

especialmente para extratos polares, o que pode estar associado a compostos
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fendlicos e flavondides (CAMPO et al.,, 2005). Outro estudo evidenciou atividade
antiplasmédica (ICso = 2,08 — 9,47 uM) e antioxidante (ICso = 15,58 — 35,47 uM)
(MOZOMBITE, 2020).

2.6Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A Cromatografia em camada delgada (CCD) € uma técnica fisico-quimica que
consiste na separacdo dos componentes de uma mistura através da migracdo
diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie
plana. Na CCD, o processo de separacdo é fundamentado no mecanismo de
adsorcao. Esta técnica teve inicio com os trabalhos de IZMAILOV e SHRAIBER em
1938, sendo que somente a partir da década de 60 passou a ser largamente utilizada
(COLLINS; BRAGA; BONATO,1997; DEGANI; CASS; VIEIRA,1998).

Na CCD, a fase estacionaria (FE) deve ser selecionada de acordo com a
necessidade da analise. Entre os adsorventes mais utilizados estdo alumina (Al203),
diatomacea, celulose, piliamida e silica (SiO2), sendo o dltimo mais utilizado em
cromatografia por adsorcdo. Em geral, a silica € empregada na separacdo de
compostos lipofilicos como aldeidos, cetonas, fendis, acidos graxos, aminoacidos,
alcaloides, terpendides e esterodides. As placas de CCD podem ser previamente
preparadas ou pré-fabricadas, no mercado existe uma variedade de adsorventes para
fins cromatogréficos, as fabricantes mais comuns sdo Merck, Fluka, Supelco, Sigma-
Aldrich entre outros (COLLINS; BRAGA; BONATO,1997; DEGANI; CASS;
VIEIRA,1998).

Antes do processo de elui¢cdo, as placas de CCD precisam ser ativadas com a
finalidade de retirar substancias aderentes ou eliminar a presenca de agua. O tempo
e temperatura de ativacdo varia de um adsorvente para outro. A SiO, por exemplo,
pode ser aquecida 30 a 50 minutos em temperaturas de 105 a 110 °C (COLLINS;
BRAGA; BONATO,1997).

A fase mével (FM), também conhecido como eluente pode ser um solvente ou
mistura de solventes. A selecdo correta da FM na analise tem um papel fundamental
na eficiéncia, resolucdo cromatografica e separacédo de componentes de uma mistura.

Durante a eluicdo existe uma competicdo entre as moléculas da FM e da amostra,
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pela superficie do adsorvente. Portanto, na escolha da FM, é necessério considerar a
natureza quimica das substéncias a serem separadas e a polaridade (COLLINS;
BRAGA; BONATO,1997; DEGANI; CASS; VIEIRA,1998).

As aplicacdes das amostras nas placas preparativas acontecem na forma de
solucdo em solventes volateis, que possam ser facilmente eliminados apés a
aplicacdo com capilares de vidro, micropipetas ou microseringas aferidas, que
permitem determinar a quantidade de amostra adicionada na placa. A concentracéo
da amostra aplicada nas cromatoplacas depende da sensibilidade do revelador,
solucBes diluidas exigem aplicacdo de um volume maior de amostra ou uma maior
concentragdo. A aplicagdo pode ser feita na forma de faixa em linha horizontal ou
gotas numa distancia de 1,5 a 2 cm acima da borda inferior com aproximadamente 1
cm entre as aplicacdes (COLLINS; BRAGA; BONATO,1997).

A cuba cromatografica deve ser de vidro com fundo plano, e para um bom
desenvolvimento cromatografico € necessario que a cuba esteja totalmente fechada
e saturada com papel filtro embebecido com a FM. A adicéo da placa deve ser rapida
e na forma vertical, método conhecido como cromatografia unidimensional
ascendente. Apos a FM atingir a parte superior da placa, deve ser retirada e deixada
em uma capela para secar (COLLINS; BRAGA; BONATO,1997).

A etapa revelacdo das placas cromatograficas, consiste em tornar visivel as
substancias incolores presente nas amostras. A visualizacdo pode ser feita através de
métodos fisicos, quimicos e biolégicos. O método fisico consiste na exposicdo a
radiacdo ultravioleta em comprimentos de onda 254 e 366 nm para compostos
florescentes. O método quimico consiste na utilizacdo de reagentes cromogénicos
como Dragendorf, Rager e Mayer (alcal6ides); anisaldeido e vanilina sulfurica
(terpenos, esterdides e saponinas); sulfato cérico (compostos fendlicos, saponinas e
terpendides) e cloreto férrico (compostos fendlicos). No método bioldgico utiliza-se em
reacdes enzimaticas ou bacteriana. Apds esse processo, € necessario determinar o a
fator de retencéo (Rf), que consiste na relacao entre as velocidades de deslocamento
do analito e FM (COLLINS; BRAGA; BONATO,1997).

Uma das vantagens da CCD € permitir a utlizacdo de reveladores

convencionais, oferece facil compreensédo, execucao, separacdes em breve espaco
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de tempo, versatilidade, grande reprodutibilidade e baixo custo. Pode ser de
preparacdo analitica ou preparativa. Suas aplicacbes podem ser feitas em estudos
preliminares dos componentes de um extrato organico ou analises de pureza de
compostos (COLLINS; BRAGA; BONATO,1997).

2.7Espectrometria de Massas (EM)

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica sensivel de andlise que é
amplamente usada para determinar a estrutura de compostos organicos e medir
is6topos. Na caracterizacdo de metabdlitos secundarios, a EM € (til para medir a
razao massal/carga (m/z), que pode ser determinada a partir da formacao de ions de
moléculas ou de seus fragmentos (HARRIS; LUCY, 2012).

O equipamento de EM é composto por quatro componentes principais: uma
fonte de ionizagdo, um analisador de massa, um detector de ions e um processador
de sinal. A amostra € introduzida no equipamento por meio de uma seringa, na fonte
de ionizacdo as moléculas das substancias sdo convertidas em ions através de um
processo de ionizacdo que pode ser no modo positivo ou negativo. Os ions resultantes
séo acelerados por um campo elétrico em direcéo ao analisador de massa onde ocorre
a selecdo desses ions. Depois de passar pelo analisador, os ions sdo detectados e
transformados em sinais elétricos que sao processados por computares com software
especifico que realiza os calculos para se obter os espectros de massas e ao final séo
armazenados no computador (HARRIS; LUCY, 2012).

As fontes de ionizacdo mais usadas para analise de compostos organicos
presentes em matrizes complexas incluem: ionizacédo por bombardeamento rapido de
atomos (FAB), ionizacédo por electrospray (ESI), ionizacao por elétrons (IE), ionizacéo
por dessorcdo da matriz assistida por laser (MALDI), ionizacdo quimica (IQ) e
ionizacao quimica a pressao atmosférica (APCI) (HARRIS; LUCY, 2012).

Dentre as fontes de ionizacdo mencionadas anteriormente, a ionizacdo ESI e
APCI sdo as mais utilizadas para a deteccdo de substancias fendlicas em produtos
naturais. Essa técnica envolve a formacao de um feixe eletrostatico que transfere ions
de uma solugdo para a fase gasosa. Durante esse processo, pequenas gotas

carregadas sao formadas em um Cone de Taylor e fragmentadas com a aplicacao de
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uma diferengca de potencial entre um capilar e um contra-eletrodo sob pressédo
atmosférica, gerando ions de interesse. Esse processo pode ser dividido em trés
etapas: nebulizacdo, liberacdo de ions e transporte de ions da regido de presséo
atmosférica da fonte para a regiéo de alto vacuo do analisador (HAM, 2008). Embora
a ionizagao por ESI e APCI sejam similares, existe algumas diferencas entre as

técnicas no mecanismo de ionizacdo, fragmentacéo e sensibilidade.

O processo subsequente na EM é a analise dos ions gerados, que é realizada
pelo analisador de massas. Existem diferentes tipos de analisadores, sendo os mais
comuns o TOF (tempo de voo), o quadrupolo e o ion trap (MAKAROV; SCIGELOVA,
2010). Por exemplo, no analisador TOF, os ions gerados séo acelerados por meio de
um potencial elétrico entre dois eletrodos e, em seguida, passam por um tubo de
vacuo. A velocidade dos ions € inversamente proporcional a sua massa, e 0 tempo
decorrido entre a ionizacao e a deteccdo é usado para calcular o m/z de compostos

guimicos presentes em pequenas quantidades (BARBOSA et al., 2012).

3. OBJETIVO
3.1.0bjetivo Geral

Realizar estudo fitoquimico de extratos brutos e fracfes da casca do caule de

Bertholletia excelsa (Lecythidaceae).

3.2.0bjetivos Especificos

e Determinar o rendimento dos extratos brutos e fracdes apdés os
processos de extracao, filtracdo, concentracdo e fracionamento em ordem
crescente de polaridade com hexano, cloroférmio, acetato de etila e butanol;

e Caracterizar as classes quimicas de metabdlitos secundarios das fracGes e
extratos brutos por prospeccéo fitoquimica em tubos de ensaios;

e Caracterizar o perfil quimica das fracdes e extratos brutos pela técnica de
cromatografia em camada delgada;

e Caracterizar os compostos quimicos das fracfes e extratos brutos pela técnica
de espectrometria de massas;

e Avaliar de forma qualitativa a atividade antioxidante frente ao radical DPPH.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Reagentes, Materiais, EqQuipamentos Utilizados

4.1.1 Reagentes

2-aminoetil-difenilborinato - NP (Sigma-Aldrich®), acetato de etila (C4sHsO2) P.A
(Cinética®), alcool etilico (C2HsO) P.A (Cinética®), alcool metilico comercial (CH3OH)
P.A (Synth®), agua destilada (H20), acido cloridrico (HCI-37%) P.A (Synth®), anidrido
acético [(CH3CO)20] P.A — A.C.S (Dinamica®), acido sulfarico (H2SO4 95-98%) P.A -
A.C.S (Sigma-Aldrich®) e (Biotec®), acido acético glacial (CHzCOOH) P.A (Vetec®),
acido formico (CH20,) P.A (Synth®), butanol (C4H100) P.A (Dinamica®), cloreto férrico
(FeCls) P.A (Quimica-Credie®), cloreto de mercurio 1l (ICO) P.A — A.C.S (HgCl,)
(Dindmica®), cloroférmio (CHCl3) P.A A.C.S (Qhemis®), (Synth®), e (Biotec®), n-
hexano (CsH14) P.A — A.C.S (Synth®), hidroxido de sodio (NaOH) P.A (Synth®), iodeto
de potassio (KI) P.A 99,5 %(Lobal-Chemie®), magnésio (Mg) (Aldrich®), metanol grau
HPLC (CH3OH) (Merck®), nitrato de bismuto 11l pentahidratado [Bi(NO3)3.5H20] P.A —
A.C.S 2 98% (Sigma-Aldrich®), polietilenoglicol 400 U.S.P. — PEG (Synth®), sulfato de
sodio anidro (Na>S0O4) P.A (Nuclear®), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e vanilina
(CgHsO3) P.A (Vetec?).

4.1.2 Materiais

Placas gel de silica (Sigma-Aldrich®); TLC silica gel 60 F254 (Camag®), fita para
medicdo de pH (Macherey-Nagel®) e microcapilar aferido (Sigma-Aldrich®).

4.1.3 Equipamentos

Balanca analitica (Shimadzu®); balanca semi-analitica Unibloc — PSC, Clock-
CAL (Shimadzu®), banho-maria SL — 150 (Salob®), circulador de &gua Unichiller
(Huber®), rotaevaporador (Fisatom®), camera de UV TLC Visualizer (Camag®),
ultrasonic Cleaner (Unique®), manta aquecedora 5000 mL (Quimis®) estufa de
secagem e esterilizagdo (SPLasor®) espectrometro de massa LQC Fleet (Thermo

Scientific®) e estufa de secagem e esterilizacédo (Tecnal®).
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4.2 Coleta do Material Vegetal

O material botanico da casca do caule de Bertholletia excelsa, foi coletado nas
proximidades do municipio de Itacoatiara/AM, no Ramal do Muiracupuzinho, km 56 da
Estrada AM-010, Itacoatiara-Manaus, a coleta foi cadastrada no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SinGen),
em atendimento ao previsto na Lei n° 13.123/2015 e seus regulamentos sob nimero
de cadastro: AS89EDG6, emitido na data 09/11/2022. O material coletado foi higenizado
com um pano limpo umidecido com agua destilada, seco em estufa com circulacéo
forgada a 60 graus celsius (°C), triturado em moinho de facas e armazenado em sacos
de papel até a extracdo. A quantidade exata do material seco e moido foi de 6.567 g,

dessa quantidade, foi retirado apenas 535 g para a extracéo.

4.3Preparo do Extrato Vegetal

O material botanico foi extraido através da extracdo estatica exaustiva
refrigerada por refluxo Figura 4, utilizando etanol em duas concentracfes diferentes.
Essa metodologia foi adaptada de ALVES (2020), inicialmente, o material vegetal (535
g) foi dividido em duas partes. Uma parte resultou em 267 g, que foi extraido utilizando
solucéo hidroalcoodlica a 80% (80% etanol + 20% agua). A outra parte contendo 271
g foi submetida a extracao, utilizando solucé&o hidroalcodlica a 20% (20% etanol + 80%

agua).

O material vegetal (3) foi adicionado em um bal&o de vidro de fundo redondo
de 5 L (4). Logo apos, foi adicionado 2 L de solvente no material vegetal (3). Em
seguida, o sistema foi aquecido em uma manta aquecedora de 5 L (2) acoplada a um
condensador de Allihn (6), resfriado por um circulador de agua (5) e (7). O processo
de extracdo foi repetido por quatro dias para cada concentracdo de etanol (80% e
20%), aquecendo o sistema duas vezes por dia por um periodo de 30 minutos, sem
permitir a ebulicdo (<78,37 °C). A filtracdo dos extratos obtidos foi realizada utilizando
funis de vidros, contendo papel filtro e/ou algoddo com capacidade suficiente de reter
guaisquer residuos ou impurezas em suspensao Figura 5-A. O extrato etandlico a
80% foi concentrado no aparelho rotaevaporador Figura 5-B, em temperaturas

controladas (50-55 °C) e rotacdo de 60 RPM. J4 o extrato etandlico a 20% foi
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concentrado em aparelho de banho-maria Figura 5-C, utilizando para isso capsulas
de porcelanas e temperatura de 62 °C.

Figura 4. Sistema de extracéo estatica exaustiva refrigerada por refluxo

Legenda: (1) controlador de temperatura (2) manta aquecedora (3)
amostra e solvente (4) bol&do de fundo redondo (5) entrada de
agua (6) condensador (7) saida de agua. Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2019).

Figura 5. Sistemas e aparelhos usados nas etapas de filtracdo e concentragdo

Legenda: (A) sistema de filtracdo composto por funil de vidro e algod&o (B) aparelho rotaevaporador
(C) aparelho de banho-maria. Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2019).

4 4Fracionamento do Extrato

Foram obtidos os volumes de 710 mL (etanol 80%) e 640 mL (etanol 20%) de
extrato bruto hidroalcoolico da BEC Figura 6-A. Daqueles volumes foram tomadas
aliquotas de 355 mL e 320 mL, que foram submetidas ao fracionamento em ordem

crescente de polaridade (hexano>cloroférmio>acetato de etila>butanol) Figura 6-B.
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As outras metades dos 355 mL e 320 mL foram transferidas para cépsulas de
porcelana devidamente identificadas e colocadas em banho-maria a 62 °C para a
evaporacao do solvente Figura 6-C. No sistema de fracionamento foi utilizado um funil
de particado de capacidade de 1 L e um suporte universal Figura 6-B. A extracdo com
cada solvente foi realizada exaustivamente, até que observasse uma diminui¢cdo na
capacidade de extracao do material. ApGs o fracionamento, os frascos foram secos e
as massas foram determinadas em balanca analitica. No final foi obtido as frac6es
(BEC-HEX-80%, BEC-HEX-20%, BEC-CLO-80%, BEC-CLO-20%, BEC-ACE-80%,
BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80%, BEC-BUT-20%, BEC-HID-80% e BEC-HID-20%) e
0s extratos brutos (BEC-EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%) Figura 6-D.

Figura 6. Sistemas, equipamentos e vidrarias usados nas etapas de fracionamento, secagem e
armazenamento das amostras BEC

Legenda: (A) Recipiente de armazenamento do extrato bruto (B) sistema de fracionamento com funil
de particdo (C) amostras em capsulas de porcelana no processo de secagem (D) frascos de
armazenamento das fracBes e extratos brutos. Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2019).

4.5Prospeccao Fitoquimica em Tubos de Ensaio
45.1 Teste de Fendlicos

A caracterizacao fitoquimica em tubos de ensaio para a andlise de compostos
fendlicos foi realizado de acordo com a metodologia de Matos (2009), com 0s extratos
brutos (BEC-EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%) e as fracbes mais polares acetato de

etila, butanol e hidroalcodlico. Esse teste consistiu em quatro etapas.

a) Preparacao da Solugao Estoque
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Foi utilizado 30 mg das fragbes mais polares (BEC-ACE-80%, BEC-ACE-20%,
BEC-BUT-80%, BEC-BUT-20% e BEC-HID-80%) e extratos brutos (BEC-EXT.B-80%
e BEC-EXT.B-20%) para a preparagdo das solucdes estoques. Os residuos foram
solubilizados em metanol a 70% com auxilio de um aparelho Ultrasonic. Logo apos,
as solucdes foram transferidas para baldes volumétricos de 100 mL e completou-se
os volumes com o mesmo solvente. O potencial de hidrogénio (pH), destas solugtes
foram ajustados para 4, acrescentando solucdo de acido cloridrico 0,1 mol L e ao
mesmo tempo, acompanhando a variagdo do potencial hidrogenidnico com fitas de
medicdo de pH. Todos os ensaios desta analise fitoquimica foram realizados a partir

destas solucdes estoque em triplicata.

b) Teste para Fendis e Taninos

Teste de Cloreto Férrico: foi adicionado 3 mL das solu¢des estoque em tubos
de ensaios de cada uma das fracbes (BEC-ACE-80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-
80%, BEC-BUT-20%, BEC-HID-80%, BEC-EXT.B-80%, BEC-EXT.B-20% e TESTE-
EM-BRANCO). A estes mesmo tubos, foram adicionadas trés gotas de solucéo
alcoolica de cloreto férrico (FeCls) e logo apos foram agitados. A alteragéo apoés a
reacao foi observada e comparada com o teste em branco, isto €, usando apenas
agua destilada e cloreto férrico (MUSHTAQ et al., 2014).

c) Teste de Antocianidinas, Antocianinas e Flavonoides

Teste de Antocianidinas, Antocianinas e Flavonoides: nesta analise foram
utilizadas as fracdes BEC-ACE-80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80%, BEC-BUT-20%
e BEC-HID-80%. Foi adicionado 3 mL das solucfes estoque em trés tubos de ensaio,
enumerados de 2, 3 e 4. O tubo de nimero 2, teve a solucdo acidificada até pH 3; o
tubo 3 foi alcalinizado até pH 8 e o tubo 4 ajustado até pH 11. Apds alguns minutos, a
coloracdo de cada tubo foi observada (MATOS, 2009).

d) Teste de Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas

Teste de Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas: nesta analise
foram utilizadas as fragbes BEC-ACE-80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80%, BEC-

BUT-20% e BEC-HID-80%. Foi adicionado 3 mL das soluc¢des estoque em dois tubos
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de ensaio, enumerados de 5 e 6. Os tubos de numero 5, tiveram a solu¢do acidificada
até pH 3 com a adicéo de acido cloridrico (HCI) 0,1 mol L e o tubo 6 foi alcalinizado
até pH 11 com a adicdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol Lt Em seguida, os
tubos foram submetidos a aquecimento por 3 minutos em banho-maria a 100 °C, ap06s
esse periodo, a coloracgédo foi observada (MATOS, 2009).

45.2 Teste de Esterdides e Terpendides (Lieberman-Burchard e
Salkowski)

Teste de Lieberman-Burchard: foi utilizado 30 mg das fragdes (BEC-CLO-
80%, BEC-ACE-80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80% e BEC-BUT-20%) extratos
brutos (BEC-EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%), as fracdes foram submetidas a extracao
por trés vezes com 2 mL de cloroférmio (CHCI3), logo apés, as solu¢des cloroformio
foram filtradas gota a gota em um funil fechado com bolinhas de algod&o e recobertas
com alguns decigramas de sulfato de sédio anidro (Na>SO4) para tubos de ensaio.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL de anidrido acético [(CH3CO).0] em cada tubo,
as solucdes foram agitadas suavemente e juntado cuidadosamente com trés gotas de
acido sulfarico concentrado (H2SO4 95-98%) e novamente os tubos foram agitados
suavemente (MATOS, 2009).

Teste de Salkowski: nesta analise foi utilizado 2 mL das fracbes (BEC-ACE-
80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80% e BEC-BUT-20%) e extratos brutos (BEC-
EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%). Em cada tubo de ensaio, foi adicionado 2 mL de
cloroférmio (CHCI3) e 2 mL de acido sulfarico concentrado (H2S0495-98%) (IQBAL et
al. 2015).

4.5.3 Teste de Saponinas

Teste de Saponinas: nesta analise foi utilizado 30 mg das frac6es (BEC-ACE-
80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80%, BEC-BUT-20%, BEC-HID-80% e BEC-HID-
20%) e extratos brutos (BEC-EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%). As amostras foram
solubilizadas em 10 mL de agua destilada com auxilio de um aparelho ultrasonic. Em
seguida, foram filtradas para tubos de ensaios por meio de funis recobertos com papel
filtro. Logo apods, as solugdes foram agitadas fortemente por dois minutos (MATOS,

2009; ISMAIL et al., 2016).
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Teste confirmatério para Saponinas: foi adicionado 2 mL de HCI concentrado
(HCI-37%) em cada tubo preparado no teste anterior (teste de saponinas). Logo
depois, os tubos de ensaios ficaram uma hora imersa em banho-maria £ 50 °C. Em
seguida, deixou-se esfriar os tubos, neutralizou-se com NaOH 10% e agitou-se
novamente. De imediato, as amostras foram extraidas trés vezes com 2 mL de
cloroférmio (HCCl3z) e, entdo submetidas aos testes de Lieberman-Burchard (1)
secdo 4.5.2. (MATOS, 2009).

454 Teste de Flavonbides

Teste de Shinoda: nesta analise foi utilizado 2 mL das fragdes (BEC-ACE-
80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80% e BEC-BUT-20%) e extratos brutos (BEC-
EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%). Em cada tubo de ensaio, foi adicionado uma
pequena quantidade magnésio (Mg) e 5 gotas de acido cloridrico concentrado (HCI-
37%) (MATOS, 2009; MUSHTAQ et al., 2014; OGBUANU et al., 2014).

455 Teste de Alcaldides

Teste de Dragendorff: nesta analise foi utilizado 3 mL das frac6es (BEC-ACE-
80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80% e BEC-BUT-20%) e extratos brutos (BEC-
EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%). Foi preparado 100 mL do reagente Dragendorff
dissolvendo 8,0121 g de nitrato de bismuto Il pentahidratado-98% [Bi(NO3)3.5H20-
98%] em 20 mL de acido cloridrico pré-diluido a 30% (HCI-30%) e foi dissolvido
separadamente 22,8007 g de iodeto de potassio (KI) em um volume minimo de agua
(H20). Em seguida, a primeira solucao foi langada, pouco a pouco, sobre a segunda,
e por fim, completou-se o volume para 100 mL, utilizou-se apenas 3 gotas da solucéo
em cada tubo de ensaio (MATOS, 2009; CARDOSO, 2009; SIMOES et al., 2004).

Teste de Mayer: nesta andlise foi utilizado 3 mL das fracdes (BEC-ACE-80%,
BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80% e BEC-BUT-20%) e extrato bruto (BEC-EXT.B-80% e
BEC-EXT.B-20%). Foi preparado 100 mL da solucédo de Mayer dissolvendo 1,3512 g
de cloreto de mercuario (HgCl2) em 60 mL de &4gua (H20) e 5,0452 g de iodeto de

potassio (KI) em 20 mL de agua (H20). As duas solu¢des foram misturadas, agitadas
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e diluidas com 4gua até obter 100 mL, utilizou-se 3 gotas da solugdo em cada tubo de
ensaio (MATOS, 2009; CARDOSO, 2009; SIMOES et al., 2004).

456 Teste de Cumarinas

Teste de Cumarinas (1): nesta andlise foi utilizado 2 mL das fracbes (BEC-
ACE-80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80% e BEC-BUT-20%) e extratos brutos (BEC-
EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%). Em cada tubo de ensaio, foi adicionado 3 mL de
hidroxido de sodio 10% (NaOH) (YADAV et al., 2014).

Teste de Cumarinas (2): nesta andlise foi adicionado 2 mL das fracdes (BEC-
ACE-80%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80% e BEC-BUT-20%) e extratos brutos (BEC-
EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%). ApOs adicionar as amostras, a boca dos tubos de
ensaios foram cobertas com papel filtro e tratado com duas gotas de solucéo de
hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol L. Posteriormente, os tubos de ensaios foram
colocados por 3 minutos em agua fervente a 100 °C, em seguida, os papéis de filtro
foram removidos e examinados sob a luz ultravioleta em comprimentos de onda de
254 nm e 366 nm na camera de UV TLC Visualizer (SUMAN et al., 2013).

Teste de Cumarinas (3): foi utilizado 2 gotas das fracbes (BEC-ACE-80%,
BEC-ACE-20%, BEC-BUT-80% e BEC-BUT-20%) e extratos brutos (BEC-EXT.B-80%
e BEC-EXT.B-20%) em papéis filtros previamente cortados. Em seguida, foi
adicionado 2 gotas da solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol L. Esperou-se
secar 0s pepéis, logo apds foram examinados sob a luz ultravioleta em comprimentos

de onda de 254 nm e 366 nm na camera de UV TLC Visualizer.

4.6Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi utilizada na
caracterizacdo das classes fitoquimicas das fracdes e extratos brutos. Como fase
estacionaria (FE), foi utilizado placas gel de silica com suporte de aluminio e como
fase movel (FM), foi utilizado o sistema de solvente acetato de etila: hexano: acido
acético: acido férmico nas propor¢des (4: 6: 0,5: 0,5), respectivamente. As placas
foram cortadas entre 5 cm de comprimento e 10 cm de largura. A eluicdo maxima no

processo cromatogréfico foi permitido os eluentes percorrem somente uma distancia
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de 4,5 cm. As placas foram limpas com metanol e ativadas em estufa a 80 °C por 30
minutos (GUIMARAES, 2005).

As eluicdes foram realizadas em uma cuba de vidro de fundo plano em método
de cromatografia ascendente. Na preparacao das amostras (BEC-EXT.B-80% e BEC-
EXT.B-20%) foi usado 15 mg dos extratos brutos que foram diluidos em metanol em
concentracdes de 15 mg mLt. Na placa, foi aplicado um volume de 5 a 15 pL das
solucdes, com o auxilio de microseringas e microcapilares de vidro aferido. A distancia
das aplicacdes das amostras foi de 0,5 cm acima da borda inferior e a distéancia entre
as aplicacoes foram de 0,5 a 1 cm. As aplicagbes foram feitas em bandas
(GUIMARAES, 2005).

Apoés a etapa de eluicdo, as placas de gel de silica foram reveladas com os
reagentes de vanilina sulfurica, NP/PEG e anisaldeido. Em seguida, as placas foram
visualizadas sob a luz ultravioleta UV e luz branca em uma camera TLC Visualizer.O
perfil quimico foi obtido direcionando-se o0 protocolo para avaliar a presenca de
terpenos, fendlicos e flavonoides (GUIMARAES, 2005).

4.7Ensaio de Atividade Antioxidante

4.7.1 Ensaio Qualitativo por CCD

O ensaio qualitativo de atividade antioxidante foi realizado pela técnica de CCD.
Os extratos brutos foram eluidos no sistema de eluente acetato de etila: hexano: acido
acético: acido formico (6: 4: 0,5: 0,5), na concentracdo de 15 mg mL* e volume
aplicado de 5 pL. As placas gel de silicas foram reveladas com o reagente 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil 0,2% (DPPH) em metanol, em seguida, ficaram a temperatura
ambiente durante 30 minutos (ALVES, 2020).

4.8Espectrometria de Massas (EM)

A técnica utilizada na caracterizacao do perfil quimico foi a Espectrometria de
Massas (EM). As andlises dos extratos BEC-EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20% e fracfes
BEC-HEX-80%, BEC-CLO-20%, BEC-CLO-80%, BEC-ACE-20%, BEC-ACE-80%,
BEC-BUT-20% e BEC-BUT-80%, foram realizadas no Laboratério de Cromatografia e
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Espectrometria de Massas (LABCEM) Central Analitica-UFAM. Foi utilizado o
espectrometro de massas modelo LQC Fleet (Thermo Scientific®), utilizando como
fonte de ionizacdo eletrospray (ESI) e ionizagcdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI), injecdo direta em modo negativa [M-H] e positivo [M+H]*, na faixa de 100-
1000 Da. Todas amostras foram preparadas na concentracdo de 1 mg mL* em
metanol grau HPLC, em seguida 100 pL foram retirados e em um outro frasco
avolumados para 1 mL de metanol. Os espectros obtidos foram processados no
programa Thermo Xcalibur versdo 2.2. SP1.48 e comparados com os dados da

literatura.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Rendimento dos Extratos Brutos e Fracdes

A quantidade de material botanico inicial de 267,67 g extraido com etanol 80%
e 271,88 g extraido com etanol 20% tiveram seus rendimentos determinados
conforme mostra a Tabela 1. O rendimento total das amostras extraidas com etanol
20% foi de 10,29 g ou 1,92 % e as amostras submetidas a extracdo com etanol 80%
foi de 9,91 g ou 1,85 %, rendimentos calculados com base nas massas das cascas
secas e trituradas. Comparando os dois processos de extracdo, o resultado indica que
o0 solvente extrator etanol 20% teve maior rendimento em comparagao com o solvente
extrator etanol 80%. Quando comparamos as fracdes, percebemos que as fracbes
mais polares obtiveram maiores rendimentos no processo de extracdo em

comparacao com as fracdes apolares.

Tabela 1. Rendimento dos extratos brutos e fragdes oriundos do material botanico da casca do caule

BEC - 267,67 (g) / 50,00 (%) BEC — 271,88 (g) / 50,00 (%)
Fracdes Massa () Massa (%) Fracdes Massa () Massa (%)
BEC-HEX-80% 1,14 0,21 BEC-HEX-20% 0,004 0,0008
BEC-CLO-80% 0,76 0,14 BEC-CLO-20% 0,06 0,01
BEC-ACE-80% 1,59 0,29 BEC-ACE-20% 0,30 0,05
BEC-BUT-80% 0,73 0,13 BEC-BUT-20% 0,47 0,08
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BEC-HID-80% 0,93 0,17 BEC-HID-20% 4,50 0,84

BEC-EXT.B-80% 4,76 0,89 BEC-EXT.B-20% 4,93 0,92

Total 9,91 1,85 Total 10,29 1,92
Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2022).

5.2Prospeccéo Fitoquimica em Tubos de Ensaio

As Tabelas (2) e (3) a seqguir, resumem os resultados obtidos para os testes de

prospeccao fitoquimica em tubos de ensaio com as amostras BEC. Por meio da

técnica, foi caracterizado qualitativamente a possivel presenca das seguintes classes

de metabdlitos secundarios: terpenos, esteroides, saponinas, flavonadis e flavanonas.

Todos 0s ensaios classicos, foram baseados em reac¢des quimicas, que resultaram

na formacao de precipitados ou mudanca de coloracdo. Apesar das metodologias

serem limitadas, pois existe a possibilidade da ocorréncia de reacdes inespecificas,

gerando tanto resultados falsos-negativos quanto falso-positivos. Os resultados dos

testes fitoquimicos obtidos no presente trabalho, estdo em concordancia com estudos
de espécies da familia Lecythidaceae (HAYASIDA, 2015; SILVA, 2014).

Tabela 2. Prospeccéo fitoquimica em tubos dos extratos etanol 80%

Metabolitos BEC- BEC- BEC-ACE- BEC-BUT- BEC-HID- BEC-EXT.B-
secundarios HEX- CLO- 80% 80% 80% 80%
80% 80%
Fenodis * * _ - _ -
Taninos * * _ - - -
pirogalicos
Taninos * * _ - - -
flababénicos
Antocianinas/ * * _ _ _ *
antocianidinas
Flavonas, * * _ - - *
Flavonéis e
Xantonas
Chaconas e * * _ _ _ *
Auronas
Flavonbéis * * Vermelho- Vermelho- Vermelho- *
laranja (1) laranja (+)  laranja (+)
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Leucoatocianidinas * * _ _ _ *
Catequinas * * _ _ _ *
Flavanonas * * Vermelho- Vermelho- Vermelho- *

laranja () laranja (+)  laranja (+)
Esterdides livres * Verde _ * Azul (+) *
&)
Trlte[p_en0|d_es * _ Cor parda (+) Cor parda * *
pentaciclicos livres )
Terpendides e/ou * * Marrom- Marrom- * Marrom-
Esteroides avermelhado avermelhado avermelhado
) ) @p)
Saponinas * * Espuma/ Espuma/ Espuma/ _
precipitado precipitado  precipitado
&p) &p) (&D)
Flavonodides * * _ - * -
Alcal6ides * * _ _ * _
Cumarinas * * *

Legenda: sinal (+) indica positivo, sinal (-) indica negativo e sinal (*) indica teste néo realizado.
Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2022).

Tabela 3. Prospeccéo fitoquimica em tubos dos extratos etanol 20%

Metabolitos BEC- BEC- BEC-ACE- BEC-BUT- BEC-HID- BEC-
secundérios HEX- CLO- 20% 20% 20% EXT.B-20%
20% 20%
Fenois e Taninos * * _ - * -
Taninos * * _ - - -
Pirogélicos
Taninos * * _ - - -
Flobabénicos
Antocianinas e * * _ _ * *
Antocianidinas
Flavonas, * * _ _ * *
Flavondis e
Xantonas
Chaconas e * * _ - * *
Auronas
Flavonois * * Vermelho-  Vermelho- * *
laranja (+) laranja (1)
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Leucoatocianidinas _ - * *
Catequinas _ _ * *
Flavanonas Vermelho-  Vermelho- * *

laranja (*) laranja (1)
Esterdides livres _ Azul (+) * *
Triterpendides Cor parda * Cor parda *
entaciclicos livres

P (h) &)

Terpendides e/ou Marrom- Marrom- * Marrom-
Esteroides avermelhad avermelhad avermelhad

o () o(h) o ()
Saponinas Espuma/ Espuma/ Espuma/ Espuma/
precipitado  precipitado precipitado precipitado
@y @y ap) ap)
Flavonoides _ - * -
Alcaloides * * _ _ * _
Cumarinas * * *

Legenda: sinal (+) indica positivo, sinal (-) indica negativo e sinal (*) indica teste néo realizado.
Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2022).

5.3Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Dentre os eluentes testados, o eluente CCD23 (acetato de etila: hexano: acido
acético: acido férmico) na proporcao (6: 4: 0,5: 0,5), respectivamente, apresentou o
melhor desempenho na separacdo e resolucdo cromatografica dos compostos
guimicos na técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). As amostras
BEC.EXT.B-20% e BEC.EXT.B-80%, revelaram no comprimento de onda 254 nm
manchas pretas Figura 7-A nas placas de CCD (1), (2) e (3) com Rfs = 0,55 e na
placade CCD (4) com Rf=0,60. O BEC-EXT.B-80%, revelou no comprimento de onda
366 nm bandas intensas de florescéncia azul claro Figura 7-B nas placas de CCD (1)
e (2) com Rfs = 0,89 e nas placas de CCD (3) e (4) com Rfs = 0,90.

Ao revelar as placas com o reagente NP sob comprimento onda 366 nm, foi
observado tanto para BEC.EXT.B-80%, quanto, para BEC.EXT.B-20% bandas

intensas de florescéncia azul escuro Figura 7-C na placa (2) com Rf = 0,50 e na placa
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(3) com Rf = 0,55. Ao analisar as placas, observou-se que as florescéncias em azuis
sédo as mesmas que foram reveladas em Rfs = 0,55 no comprimento de onda 254 nm
na Figura 7-A. Ja as florescéncias em azuis de Rfs = 0,89 nas placas (2) e (3)
reveladas com NP no comprimento de onda 366 nm e uma florescéncia verde de Rf
= 0,90 na placa (4) revelada com anisaldeido, sdo os mesmos Rfs = 0,89 identificadas
no comprimento de onda 366 nm da Figura 7-B. Ainda nas mesmas placas (2) e (3)
da Figura 7-C, também foi revelado bandas de florescéncia alaranjada com Rfs = 0,15

para ambos 0s extratos.

Figura 7. Placas de CCD dos extratos brutos BEC-EXT.B-80% e BEC-EXT.B-20%, em concentra¢des
de 15 mg mL?, volume aplicado 5 pL e sistema de eluicdo com acetato de etila: hexano: acido acético:
acido férmico (4: 6: 0,5: 0,5)

tx Ebe] ¢ W | | o bl

[Reveladores: |—[ Vaniina | NPIPEG | NPIPEG | Anisaldeido | | Extratos Brutos

| BEC-EXT.B-80%

I Eluente: Acetato de Etila: Hexano: Acido Acético: Acido Férmico (4: 6: 0,5 0,5) | ‘ BEC-EXT.B-20%

Legenda: (A) placas de CCD sem revelador em comprimento de onda 254 nm (B) placas de CCD
sem revelador em comprimento de onda 366 nm (C) placas reveladas com vanilina sulfdrica (1) e
anisaldeido (4) sem aquecimento e NP (2 e 3) em comprimento de onda 366 nm (D) placas reveladas
com vanilina sulfarica (1) e anisaldeido (4) com aquecimento e NP/PEG (2 e 3) em comprimento de
onda 366 nm (E) placas reveladas com vanilina sulfirica (1) e anisaldeido (4) sem aquecimento e NP
(2 e 3) sob a luz branca (F) placas reveladas com vanilina sulfarica (1) e anisaldeido (4) com
aquecimento e NP/PEG (2 e 3) sob a luz branca. Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2022).

As florescéncias de cor laranja também foram identificadas sob a luz branca,
apos revelar as placas de CCD com o reagente NP Figura 7-E e NP/PEG Figura 7-
F. Uma florescéncia de coloracdo roxa foi observada nas placas (1) e (4) em Rfs =

0,90 na Figura 7-F, com reveladores de vanilina e anisaldeido respectivamente. A
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revelagdo das placas com o reagente PEG na Figura 7-D, foi observado uma

intensificacao da florescéncia azul escuro com Rf = 0,55.

Sendo assim, com base na literatura a fluorescéncia de cor azul a verde é
caracteristica da possivel presenca de compostos de &cidos fendlicos quando séo
revelados com NP/PEG em 366 nm. J& cor roxa € inerente da possivel presenca de
terpenos, quando as placas sdo reveladas com os reagentes de vanilina sulfdrica e
anisaldeido. A florescéncia vermelho-laranja € tipica da possivel presenca
flavonoides, quando séo revelados com o reagente NP/PEG sob o comprimento de
onda 366 nm e luz branca (GUERRA, 2018; GUIMARAES, 2005).

5.4Ensaio Qualitativo de Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante de uma amostra € observada pela mudanca de
coloracéo do radical livre, de violeta para amarelo caracteristico do produto reduzido
(BURATTO etal., 2011). A Figura 8 a seguir, exibe a analise qualitativa das amostras
BEC-EXT.B-20% e BEC-EXT.B-80% por CCD. Ao comparar as placas da Figura 8-A
com a Figura 8-B, observa-se 0 aparecimento de uma cor levemente amarelo palido,
tanto no extrato bruto BEC-EXT.B-20%, quanto, no extrato bruto BEC-EXT.B-80%.
Portanto, o resultado referente ao teste de potencial antioxidante apresentado pelos
extratos brutos pode estar relacionado a presenca de compostos fendlicos e/ou
flavonoides nas cascas do caule. No entanto, a capacidade antioxidante pode ser

melhor explicada por meio de analises quantitativa.
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Figura 8. Teste qualitativo do potencial antioxidante das amostras BEC-EXT.B-20% e BEC-EXT.B-
80%, pela técnica de CCD com DPPH (A) placa sem DPPH (B) placa com DPPH apds 30 min

WITH -3 " WrTm =3
|

E . - FJe P20

Legenda: E20 = BEC-EXT.B-20% e E80 = BEC-EXT.B-80%. Eluente:
acetato etila: hexano: acido acético e acido Férmico (6: 4: 0,5: 0,5); revelador:
solucéo de DPPH; concentragéo de 15 mg mL™,

Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2023).

5.5Espectrometria de Massas por ESI e APCI

Os compostos reunidos a seguir, foram obtidos por ESI/EM, ESI/EM?, APCI/EM
e APCI/EM? e comparados com estudos ja descritos na literatura. Os critérios usados
nas analises dos espectros de massas para a caracterizacao do perfil quimico foram
a presenca do pico do ion molecular, o pico base, padrdo de fragmentacdo e a
comparacao visual com os espectros fornecidos por bancos de dados e trabalhos ja

publicados.

A andlise de BEC por espectrometria de massas resultou na caracterizacdo de
oito acidos graxos: acido palmitoléico (253 m/z), acido palmitico (255 m/z), acido
linolénico (277 m/z), acido linoleico (279 m/z), acido oleico (281 m/z), &cido esteérico
(283 m/z) e acido araquidico (311 m/z); uma axilipina: acido 9,12, 13-THODE (329
m/z); um &cido fendlico: acido protocatecuico (153 m/z) e uma lignana (419 m/z):
NCGC00381126-01!6,7-bis(hidroximetil)-1-metoxi-8-(3,4,5-trimetoxifenil)-5,6,7,8-
tetrahidronaftaleno-2,3-diol. Perfazendo um total de dez constituintes quimicos
caracterizados para esta espécie de planta. O Quadro 5 a seguir, mostra a relacéo

dos compostos quimicos sugeridos.

50



Quadro 5. Dados e caracterizacdo de compostos quimicos por espectrometria de massas com
ionizacéo por electrospray ESI-(-)-EM e ionizagédo quimica a pressao a atmosfera APCI-(-)-EM

M/Z EM/EM Substéncia Referéncia EM/EM do artigo
153 109: 125: 138 Acido Protocatecuico Aksay, Selli, kelebek 109: 137
(2021); John; Shahidi
(2010)
187
199 137 * * *
227 212: 209:195: * * *
184:193:171
253 * Acido Palmitoléico Cabral, (2010) *
255 237:235: 211 Acido Palmitico Wang et al., (2017); 237
Ramos et al., (2020);
Correia et al., (2021)
277 262: 245: 233: Acido Linolénico Peres, (2020) 233: 259
232: 215: 201:
105
279 279: 261: 259: Acido Linoleico Zhou et al., (2014); 279: 261: 243:
252: 249: 243: 235: 217
183: 171: 111 83 Cabral, (2010)
281 281: 263: 262: Acido Oleico Cabral, (2010) *
251: 250: 235: 83
282 *
283 265: 251 Acido Estearico Cabral, (2010) *
284 * * * *
293 * * * *
311 * Acido Araquidico Cabral, (2010) *
329 314: 311: 293: Acido 9, 12, 13- Pussa; Anton, (2016) 311: 293: 263:
229: 211: 201: trihidroxi-10- 229: 211: 171:
171 octadecendico 139
353 323: 298: 294: * * *
419 404: 389: 373 NCGC00381126- MassBank of North 419: 404: 389:
01!6,7- America (MONA) 373
bis(hidroximetil)-1-
metoxi-8-(3,4,5-
trimetoxifenil)-
5,6,7,8-
tetrahidronaftaleno-
2,3-diol
731 573: 313 * * *

Legenda: sinal (*) indica néo identificado.

5.5.1 Lipidios

Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2022)
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De modo geral, tanto as fragbes (BEC-HEX-80%, BEC-CLO-20%, BEC-CLO-
80%, BEC-ACE-20%, BEC-ECE-80%, BEC-BUT-20% e BEC-BUT-80%), quanto, 0s
extratos brutos (BEC-EXT.B-20% e BEC-EXT.B-80%), apresentaram perfis quimicos
semelhantes, indicando, dessa forma, que os lipidios sdo os constituintes quimicos
majoritarios presentes na casca do caule de B. excelsa, de maneira idéntica as
améndoas in natura e de seu Oleo vegetal. No entanto, ndo é possivel afirmar que
haja outros compostos majoritarios, levando em consideragdo um estudo feito com
matrizes complexas e sem a utilizagdo de um pré-tratamento da amostra por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia contracorrente de alta
eficiéncia (HPCCC). Essas técnicas cromatograficas podem ser utlizadas na
separacdo, concentracdo, purificacdo e isolamento de compostos presentes em
matrizes complexas como é o caso de extratos vegetais. Esse pré-tratamento ajuda
aumentar a eficiéncia da ionizagéo e a sensibilidade do aparelho de EM, permitindo
uma melhor deteccéo dos compostos (SIMOES et al., 2017).

Na Figura 9-A a seguir, € mostrado o espectro de massas relativo ao extrato
bruto BEC-EXT.B-80% obtido na analise por EM no modo negativo. Ja a Figura 9-B,
mostra um espectro de massas relativo aos picos do cromatograma de uma fracéo
éter da améndoa de Anacardium occidentale L. (cajueiro) (CABRAL, 2010). Ao
comparar os dois espectros, observamos semelhancas idénticas entre eles. A
comparacao visual, a presenca do pico do ion molecular e o padrdo de fragmentacéo
levaram a caracterizacdo dos seguintes compostos quimicos: acido palmitoléico (253
m/z), acido linoléico (279 m/z), acido palmitico (255 m/z), acido oléico (281 m/z), acido
esteéarico (283 m/z) e acido araquidico (211 m/z). Portanto, vemos que os dados
obtidos podem ser confirmados com a literatura e conseguimos verificar a quao

préximo estes perfis quimicos sao similares.
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Figura 9. Espectros de massas (A) extrato bruto BEC-EXT.B-80% (B) fracdo éter da améndoa de
Anacardium occidentale L. (cajueiro)
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Fonte: Adaptado de CABRAL (2010).

De acordo a descricao dos trabalhos de Ryan et al. (2006), Santos et al. (2013)
e Yang (2009), os lipidios sdo os compostos majoritarios presentes nas améndoas da
Castanha-do-Brasil. A planta apresenta essa caracteristica oleaginosa, devido a alta
presenca de compostos gordurosos. O presente estudo indica que os acidos graxos
livres presentes na BEC s&o principalmente acidos graxos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGM) e poliinsaturados (AGP), sendo o acido oléico o mais

abundante de todos.
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Além disso, também foi identificado uma possivel regido de grupos
Diacilglicerol e Triacilglicerol Figura 10, principalmente nas fragdbes BEC-HEX-80% e
BEC-ACE-80% e extrato bruto BEC-EXT.B-80%. Os ions moleculares obtidos por este
estudo para casca do caule, estdo de acordo com os relatados por Pereira et al.
(2019), em seu estudo com o Oleo vegetal da améndoa da castanha-do-Brasil. A
Figuras 11-A, Figura 11-B e Figura 11-C adiante, mostra os espectros de massas

das possiveis regides desses compostos moleculares.

Figura 10. Estrutura molecular dos grupos Diacilglicerol e Triacilglicerol ligados por acidos graxos
o
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Fonte: Souza C. Jheiffison (2022).

Figura 11. Espectros de massas da regido dos ions moleculares Diacilglicerol e Triacilglicerol (A) fragéo
BEC-HEX-80% (B) fragdo BEC-ACE-80% (C) extrato bruto BEC-EXT.B-80%
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5.5.2 Ariltetralina Lignana

O ion precursor de m/z 419 apareceu majoritariamente nos extratos brutos e
fracOes extraidos com etanol a 20% (BEC-CLO-20%, BEC-ACE-20%, BEC-BUT-20%
e BEC-EXT.B-20%), com excecdo da fracdo BEC-BUT-80%. Os espectros de massas
no modo negativo [M-H] desses amostras, indicaram o pico majoritario de m/z 419
(420 Da), conforme podemos ver na Figura 12. Portanto, a formula molecular

proposta para m/z 419 foi C22H2s0s.
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Figura 12. Espectro de massas (fullscan) de BEC-EXT.B-20% (varredura-modo negativo)
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Fonte: Souza C. Jheiffison (2022).

A fragmentac&o do ion m/z 419 por APCI/EM?, gerou o pico m/z 404, m/z 389
e m/z 373, conforme podemos ver na Figura 13-A. Ao comparar este padrdo de
fragmentacdo, com um espectro de massas similar obtido no banco de dados da
MassBank of North America, ilustrado na Figura 13-B, foi possivel propor a
caracterizacdo de uma ariltetralina lignana,
NCGC00381126-01!6,7-bis(hidroximetil)-1-metoxi-8-(3,4,5-trimetoxifenil)-5,6,7,8-

tetrahidronaftaleno-2,3-diol.

conhecido pela nomenclatura

Como sugestdo, os ions moleculares gerados pela
fragmentacao sao referentes a perda de -OH (419 m/z — 404 m/z); -CHsO (419 m/z
— 389 m/z) e CH202H2 (419 m/z — 373 m/z). A afirmativa dessa substancia pode ser
confirmada por meio de outras técnicas como Ressonancia Magnética Nuclear

Unidimensional e Bidimensional.
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Figura 13. Comparacédo de espectros de fragmentacdo (A) fracdo BEC-CLO-20% (B) espectro de
massa do banco de dado MassBank of North America (MONA)
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Fonte: Adaptado de MassBank of North America (MONA) (2022).

5.5.3 Acido Protocatecuico

57



O espectro de massas [M-H]" da fracdo BEC-ACE-20%, indicou um pico
minoritario m/z 153 (154 Da), como podemos ver na Figura 14-A. Ao comparar a m/z
do ion obtido com a literatura, foi proposto a férmula molecular C;HsOs. A
fragmentacéo por APCI/EM?, gerou o pico m/z 109 (CeHs02; 100%), 125 (34%) e 138
(27%). Com destaque para m/z 109 que podem indicar a perda 44 u (-COO-),
conforme ilustrado na Figura 14-B. Sendo assim, o ion m/z 153 aliado ao seu padrao
de fragmentacado, foi possivel propor a presenca do acido protocatecuico, que
apresenta a perda do ion carboxilato, gerando o ion m/z 109 com 100% de
abundancia, como mostrado na Figura 15 (FLORES, 2022).

A proposta de caracterizacdo do acido fendlico (a4cido protocatecuico) no
presente estudo pela fragmentacdo de seu ion molecular (m/z 153), se aproxima do
resultado de fragmentacdo do obtido por Aksay et al. (2021), com os valores de m/z
153 —137,109. Aléem disso, o0 presente estudo também reforca trabalhos como de
Gomes e Torres, (2015) e John e Shahidi (2010), os quais também ja caracterizaram
a presenca do acido protocatecuico na castanha-do-Brasil. No entanto, a afirmativa
dessa substancia pode ser confirmada por meio de outras técnicas como Ressonancia

Magnética Nuclear Unidimensional e Bidimensional

Figura 14. Espectros de massas (A) modo Fullscan da fracdo BEC-ACE-20% (B) espectro de
fragmentac&o do ion m/z 153
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Figura 15. Proposta de fragmentacéo do acido protocatecuico presente na fracdo BEC-ACE-20%
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Fonte: SOUZA, C. Jheiffison (2023).
5.5.4 Oxilipina

A m/z 329 é referente ao composto de férmula molecular acido C1gHz4Os5 e de
seus isbmeros. Essa substancia faz parte da familia de produtos naturais oxigenados
(oxilipinas), que sdo formados a partir de acidos graxos via reacdes de oxidagdes. O
composto sugerido neste estudo, faz parte do produto priméria da oxidacédo do acido
graxo acido linoléico (279 m/z). O &acido 9, 12, 13-trihidroxi-10-octadecendico, foi
caracterizado a partir do pico do ion molecular m/z 329, do pico base m/z 171 (100%),
do padrao de fragmentacdo e da comparagdo com 0s espectros de massas de
fragmentacao obtidos na literatura (PUSSA; ANTON, 2016; LIANG et al., 2018).
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O pico do ion molecular m/z 329 é visto majoritariamente, nos espectros de
massas das fragbes BEC-CLO-20% e BEC-ACE-20%, e de forma minoritaria nas
fracoes BEC-CLO-80%, BEC-ACE-80% e BEC-BUT-20%, e nos extratos brutos BEC-
EXT.B-20% e BEC-EXT.B-80%. A Figura 16-A a seguir, ilustra o espectro de
fragmentacdo relativo, a m/z 329 obtido pér EM no modo negativo. Ja a Figura 16-B,
ilustra um espectro de massas semelhante a fragmentacdo do mesmo ion molecular,
obtido p6r Pussa e Anton (2016).

Figura 16. Espectros de massas (A) fragmentacdo da m/z 329 (B) fragmentacédo da m/z 329 encontrada
na literatura
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Fonte: Adaptado de PUSSA e ANTON (2016).

Ao comparar os espectros da Figura 16, foi observado similaridade entre eles.
A comparacgao visual entre os dois espectros, a presenca do pico base e o padrao de

fragmentacdo, levou-se a caracterizagdo do acido 9, 12, 13-trihidroxi-10-
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octadecendico ilustrado na Figura 17. De acordo com Liang (2018) e seus
colaboradores, a m/z 171 (100%) é referente a perda de [CoH1503]; a m/z 211 (68%)
é referente a perda de [C12H1903]; @ m/z 229 (42%) é referente a perda de [C12H2104]
; am/z 139 (2%) é referente a perda de [CoH150]- e a m/z 99 (1%) é referente a perda
[CsH110]". Portanto, a caracterizacao dessa substancia refor¢ca ainda mais a presenca
de derivados de &cidos graxos nas amostras BEC, observado nesse estudo e em
outros ja publicados.

Figura 17. Formula molecular do acido graxo (acido 9, 12, 13-trihidroxi-10-octadecendico) e suas
principais fragmentagdes por APCI/EM? modo negativo (FullScan)
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Fonte: Adaptado de LIANG et al., (2018).

6. CONCLUSAO

e O extrato etandlico 20% apresentou rendimento de 1,9 %, enquanto o extrato
etandlico 80%, apresentou rendimento de 1,8 %. Ambos, apresentaram
maiores rendimentos para as fracbes polares em relacdo as apolares,
indicando maior concentracdo de compostos com essas propriedades, nos
extratos.

e A prospeccdo fitoquimica em tubos de ensaio, indicou a presenca de
triterpenos pentaciclicos, esteréides, saponinas, flavondis e flavanonas. A
analise por CCD, sugeriu as presencas de compostos fendlicos; flavondides e
terpenos. Os resultados obtidos pela técnica de CCD corroboram com os testes

de prospeccao fitoquimica em tubos. Além disso, apontaram, através do ensaio
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de capacidade antioxidante, quais as classes quimicas estao relacionadas com
a atividade biolégica apresentada.

A técnica de EM, permitiu caracterizar a presenca de oito substancias lipidicas:
acido palmitoléico (253 m/z), palmitico (255 m/z), linolénico (277 m/z), linoleico
(279 m/z), oleico (281 m/z), esteérico (283 m/z), araquidico (311 m/z) e acido
9,12, 13-THODE (329 m/z); o fendlico &cido protocatecuico (153 m/z) e uma
ariltetralina lignana (419 m/z) de nomenclatura NCGC00381126-01!6,7-
bis(hidroximetil)-1-metoxi-8-(3,4,5-trimetoxifenil)-5,6,7,8-tetrahidronaftaleno-
2,3-diol. Esses resultados foram condizentes com a literatura, indicando os
lipidios e seus derivados como compostos majoritarios presente na espécie.
Os resultados obtidos pelas técnicas utilizadas s&o promissores, pois, as
analises apontam nao apenas para a presenca de substancias lipidicas, mas
também, para caracterizacdo de compostos fenodlicas que podem ser 0s
responsaveis pela atividade antioxidante. Nao foi possivel observar a presenca
de outros acidos fendlicos, terpenos e flavonoides nas anéalises de EM. Essas
classes foram sugeridas através dos ensaios cromaticos por CCD e pelos
testes em tubos. Este fato, pode estar relacionado a supressao das massas
dessas substancias na presenca dos lipideos majoritarios.

Esses resultados demonstram o potencial para a valorizacado das cascas de
B. excelsa com possibilidades de aplicacbes tecnoldgicas, como fonte de
compostos ativos com capacidade antioxidante. Além disso, o estudo presente
contribui para o conhecimento fitoquimico da espécie. Este trabalho devera ser
continuado, para isolar e identificar as substancias ativas responsaveis pela

atividade antioxidante apresentada.
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