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RESUMO

Nos dltimos anos, vem crescendo os trabalhos relacionados ao estudo das substiancias
presentes nos produtos naturais. A bioprospeccdo desses materiais tem sido de suma
importancia para a evolu¢do da sociedade, propiciando estudos aplicado a seus efeitos tanto
em plantas quanto em animais. Nesse trabalho, foram analisadas trés espécies de planta, a
Cucurbita pepo, conhecida popularmente como abdbora, a Paullinia cupana, conhecida como
guarand, e a Mangifera indica, conhecida pela sociedade como manga. O interesse foi de
identificar as cucurbitacinas na abobora, identificar e isolar as substancias conhecidas como
procianidinas no extrato do guarand e coletar os componentes presentes na casca da manga por
sistema CLAE. A extracdo das espécies fora através de sistema soxhlet, seguido de
rotaevaporacdo. O estrato da Cucurbita pepo foi analisado por LC-MS, com a ndo identificacao
das cucurbitacinas em sua composicdo. O extrato da Paullinia cupana, analisado por LC-MS,
apresentou 11 procianidinas em sua composi¢ao, entretanto as andlises de PDA ndo obtiveram
sucesso para o isolamento dessas procianidinas. Por fim, a analise por sistema CLAE no extrato
de Mangifera indica, resultou em um cromatograma com 12 picos de intensidade e resolugcao
relevantes, onde foram coletados e armazenados no freezer para posterior estudo. A
bioprospeccao dessas espécies, provém de uma necessidade da sociedade para a solugdo de
diversos problemas comuns, como doencas cardiovasculares e neurais, e dificuldades do

desenvolvimento agricola.

Palavras-chave: Cucurbita pepo, Paullinia cupana, Mangifera indica, CLAE, bio-

prospeccdo, LC-MS.
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1 INTRODUCAO

A humanidade sempre dependeu da natureza para sua evolucao e sobrevivéncia.
No inicio, a necessidade baseava-se na coleta e caca, sendo que com o passar do tempo
e com a evolugcdo, o uso de plantas e domesticacdo de animais comecaram a ser
evidentes. Muito mais tarde os recursos naturais foram tidos como mercadoria, utilizados
como objeto de escambo e moeda de comércio. Atualmente, a exploracio, a extracdo, a
manipulagdo, o uso e a aplicacdo dos recursos naturais estdo incorporados de diferentes
maneiras a cultura de quase todos os povos do mundo moderno, e muitos destes recursos
assumem o papel de commodities em grande parte da economia internacional.

A bioprospecdo torna possivel retirar um alto valor econdmico da biodiversidade,
termo que € conhecido na ciéncia como a busca sistematica por organismos, genes,
enzimas, compostos, processos € partes provenientes de seres vivos, que tenham
potencial econdmico e, eventualmente, levam ao desenvolvimento de um produto de
importancia para o desenvolvimento da sociedade (SACCAROJ UNIOR, 2011).

A Paullinia cupana, conhecida como guarand, € caracteristica da regido
amazonica (HENMAN, 1982) e apresenta baixa toxicidade e possui antioxidantes.
Possui um grande efeito como quimioprofildctico na carcinogénese, e potencial de
atividade antibactericida contra o Streptococcus mutans, uma das causas de placa dental
bacteriana (OTOBONE et al., 2005). As procianidinas fazem parte de sua composic¢ao,
sendo importante estudos mais a fundo sobre formas de isolar esses compostos, pois sao
responsdveis pela adstringéncia de frutas, sucos e vinhos, € em muitos casos sio
compostos bioativos em plantas medicinais (PINTO, 2003).

A Cucurbita pepo é uma das espécies mais utilizada no mundo, sendo de suma
importancia economicamente para a humanidade. Ela possui uma rica diversidade em
sua composicao, sendo amplamente utilizada para o estudo de doengas e para a o estudo
no amadurecimento dos frutos (EZURA et al., 2008). As cucurbitacinas estdo presentes
na maioria das espécies da familia cucurbiticeas, entretanto, ainda ndo foram
identificadas sua presenca em Cucurbita pepo. Desse modo, se faz importante o estudo
para a identificacdo desses compostos na abdbora, ja que possuem os efeitos citotdxicos,
hepatoprotetores, anti-inflamatorios e cardiovasculares (METCALF et al., 1982).

A Mangifera indica, conhecida popularmente como manga, pertence a familia
Anacardiaceae. E amplamente encontrada no Brasil, sendo o segundo produtor mundial,

com o Nordeste como sua principal regido produtora, apresentando uma grande



distribuicao pelo territério nacional, mesmo em contraste com as condi¢des precdrias de
comercializacdo da fruta, com base no sistema de distribuicio em feiras livres
tradicionais (YANRU et al., 1995). Com o extrato da manga, é possivel obter varios
compostos fendlicos, especialmente na sua casca, como a mangiferina, que possui efeitos
antidiabético, hipolipemiante, antioxidante e anti-inflamatério. Com todos esses efeitos
que ela possui, € possivel que a mangiferina ajude na prevencdo de doencas
cardiovasculares, atuando sobre o processo aterosclerético, sendo de suma importancia
o desenvolvimento de estudos através de seu isolamento por métodos como a
cromatografia liquida ultrarrapida (WAUTHOZ et al., 2007).

Esse trabalho teve como objetivo o estudo quimico das espécies Mangifera
indica, Cucurbita pepo e Paullinia cupana visando o isolamento ou identificacao de suas

substancias, através das técnicas analiticas CLAE e espectrometria de massas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Paullinia cupana (guarana)

A Paullinia cupana é popularmente chamada de guarand, sendo identificada
como uma variedade cultivada do varcupana Ducke do tipo selvagem, encontrada na
parte superior da bacia amazonica (RADKOFER, 1895).

O guarand tipico da regido da Amazdnia, se espalha por todo o Brasil, dando
énfase a seu crescimento na regido nordeste, principalmente na Bahia. Suas sementes,
usadas amplamente na medicina popular, contém grandes quantidades de metil-xantinas,
incluindo cafeina, teofilina e teobromina, saponinas, e polifendis, especialmente os
taninos. O extrato do guarana € utilizado como um estimulante do sistema nervoso
central, em casos de estresse mental e como anti-diarréico, diurético e antineuralgico.
(YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007).

O efeito antidepressivo foi relatado como sendo comparével para a imipramina
antidepressiva triciclica, € com um beneficio efeito fisico na cognicdo, sem alterar a

atividade locomotora. (AUDI et al., 2010)

Figura 1: Guarani: Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke.

Fonte: Herman, 1982.



O guarand apresenta baixa toxicidade e possui antioxidantes, com um grande
efeito como quimioprofildctico na carcinogénese, e potencial de atividade antibactericida
contra o Streptococcus mutans, uma das causas de placa dental bacteriana (OTOBONE
et al., 2005).

A cafeina estd presente no guarand. O efeito relativamente leve do guarang,
considerando seu alto teor de cafeina, pode ser devido a quimica interna existente em
sua composi¢cdo, do que a propria farmacologia de sua ingestdo. As sementes possuem
um alto teor de gorduras, 6leos e resinas que, em conjunto, impedem que a droga total
se dissolva com muito sucesso na dgua e nunca alcance as solugdes aquosas simples que
podem ser produzidas como o chd e o café.

Os efeitos estimulantes do guarand foram originalmente creditados ao alto teor
de cafeina (HENMAN, 1982), embora posteriormente tenha sido indicado que os efeitos
farmacoldgicos do guarana ndo podem ser atribuidos unicamente a presenca das bases
de xantinas, sugerindo a importancia dos antioxidantes presentes (MATTEI et al., 1998).

A xantina com maior concentracdo no guarand é a cafeina, que possui
aproximadamente entre 2,3 e 6,4 por cento de peso em amostra seca, com teobromina e
teofilina a concentracdo menor que 0,2%. A substincia teofilina produz um efeito
estimulante no sistema nervoso central mais forte do que a cafeina, mas estd presente em

menor quantidade no extrato de guaranid (ESPINOLA et al., 1997; MATTEI et al., 1998).

3.2 Alcaloides puricos

Os alcaloides puricos sdo metabdlitos secunddrios derivados da xantina,
chamados de falsos alcaloides por ndo derivarem diretamente de um aminodcido. Nesse
grupo de compostos, destacam-se: cafeina, teofilina, teobromina, com propriedades
estimulantes que afetam o sistema nervoso central. As principais drogas puricas sao de
conhecimento da sociedade, como o café, mate, chd-da-india, cola, cacau e guarani

(ROBBERS et al., 1997).



Figura 2: Estrutura quimica representando o nicleo purico, a xantina e a cafeina da

esquerda para a direita.

- 1: H L
N M> HIN EI N Ml |H>
.
syl o7 o 0PN
|
H CH,

Fonte: Autor, 2017
As substancias originadas de bases puricas, adenina e guanina, com cardter anfétero
(comportam-se como 4cidos ou bases), podem ser caracterizadas como pseudo-
alcaldides ou alcaldides puricos (presenca de nitrogénio heterociclico). Os principais
precursores das metil-xantinas sdo as bases puricas livres dentre os quais a adenina
parece ser a mais importante. A purina contém um anel de 6 membros (Pirimidinico)

fundido com um anel de 5 membros (imidazdlico) (COSTA, 2001).

3.3 Taninos

Os taninos pertencem a um grupo de compostos fenolicos provenientes do
metabolismo secunddrio das plantas e sdo definidos como polimeros fendlicos soldveis
em 4gua que precipitam proteinas (SALUNKHE et al., 1990). Apresentam alto peso
molecular (500-3000 Da) e contém grupos hidroxila-fenolicos em quantidade suficiente
para permitir a formagdo de ligagdes cruzadas com proteinas (DESHPANDE et al.,
1986).

As formas dos taninos nas plantas podem variar de acordo com as condi¢des
climéticas e geograficas, podendo apresentar uma composi¢do quimica variada, sendo
muitas vezes, pouco conhecida. Na forma nio oxidada, os taninos reagem com proteinas
através de pontes de hidrogénio ou ligagdes hidrofébicas. Quando ndo oxidados, os
taninos se transformam em quinonas, as quais formam liga¢des covalentes com alguns
grupos funcionais das proteinas, principalmente os grupos sulfidricos da cisteina e o-

amino da lisina (NOZELLA, 2001).



3.3.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisdveis estdo presentes em folhas, galhos, cascas e madeiras de
vdrias arvores. Sdo constituidos de dvido eldgico, e também ésteres do dcido gdlico ou
digdlico com agticares, como a glicose (HASLAM, 1966). Os taninos hidrolisdveis sdo
unidos por ligacdes éster-carboxila, sendo prontamente hidrolisdveis em condigdes
acidas ou basicas (HERGERT, 1989). A unidade bésica estrutural desse tipo de tanino é
um poliol, usualmente D-glucose, com seus grupos hidroxilas esterificadas pelo 4cido

gdlico (galotaninos) ou pelo hexadihidroxifénico (elagitaninos).

Figura 3 - Metabolismo do 4cido gélico (G) em taninos hidrolisiveis:

pentagaloilglicose € o precursor dos galotaninos (GT) e elagitaninos (ET).
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Fonte: Costa, 2001.

3.3.2 Taninos condensados

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo constituidos por
unidades flavanol: flava-3-ols (catequina) ou flavan 3,4-diols (leucoantocianinas). Eles
estdo presente nos alimentos normalmente consumidos (DESPHANDE et al., 1986). Os

taninos condensados podem conter de duas a cinquenta unidades flavandides, possindo



estruturagdo complexa. Sao resistentes a hidrdlise, mas podem ser soliveis em solventes
organicos aquosos, dependendo de sua estrutura.

Os pigmentos de antocianidinas sdo os responsdveis por um vasto
conjunto de nuances rosa, vermelha, violeta e azul em flores, folhas, frutos, sucos e
vinhos. Também sdo responsdveis pela adstringéncia de frutas, sucos e vinhos, e em

muitos casos sao compostos bioativos em plantas medicinais (PINTO, 2003).

Figura 4: Estrutura quimica de tanino condensado.

R = [flawan-1-al}

OH

Fonte: Autor, 2017.

3.4 Cucurbita pepo

A familia botanica Cucurbitaceae, inclui varias culturas vegetais
economicamente e nutricionalmente cultivadas em todo o mundo, como pepino, melao,
melancia e abébora (BOUALEM et al., 2008). A familia das cucurbitidceas apresenta
uma rica diversidade de tracos, sendo modelos primdrios para a andlise de
desenvolvimento corporal, para o estudo da biologia vascular e para a andlise dos
mecanismos envolvidos no amadurecimento dos frutos (EZURA et al., 2008; LI et al.,
2009).

A Cucurbita pepo é a espécie economicamente mais importante dentro dos
géneros distribuido em todo o mundo e uma das mais varidveis no reino vegetal. A
Cucurbita pepo cultivada € constituida de duas subespécies, cada uma incluindo varios
grupos de cultivares, ssp. Pepo (Abdbora, Marrow Vegetable, Cocozelle e Zucchini) e
ssp. ovifera (Acorn, Scallop, Crookneck e Straightneck). Seu grande valor econdomico

baseia-se principalmente no uso culindrio dos frutos imaturos, muitas vezes referidos



coletivamente como "abdboras de verdo. A grande diversidade de usos torna os objetivos
de reproducdo bastante varidveis. (NISHIDA et al., 2000).

A falta de mapas genéticos mais densos, maiores colecdes de marcadores de alto
rendimento e populacdes de mapeamento adequadas limitam o isolamento de genes e a
criagdo de abdbora. Muitos genes de Cucurbita pepo foram relatados em estudos,
principalmente relacionados a qualidade dos frutos e a resisténcia a potentes virus e
vérios fungos (NAKAJIMA et al., 1990). Apenas os transcritos de algumas amostras
foram clonados e caracterizados molecularmente em estudos individuais em Cucurbita
pepo, sendo os genes envolvidos na biossintese ou via de sinalizacdo dos reguladores de
crescimento, que afetam o desenvolvimento de plantas e a resposta ao estresse

(NISHIDA et al., 2000).

Figura 5: Pintura referente a Cucurbita pepo

Fonte: Object of the month, february 2005. <http://cumuseum-

archive.colorado.edu/Research/Objects/feb05_pumpkin.html> Acessado em
19/11/2017

3.4.1 Cucurbitacinas

As cucurbitacinas sdo de grande interesse devido a ampla gama de atividades

bioldgicas que exibem em plantas e animais. Elas sdo predominantemente encontradas

na familia das cucurbiticeas, mas também estdo presentes em vdrias outras familias do



reino vegetal. Apesar da sua toxicidade, as espécies das plantas em que foram
encontradas foram usadas hd séculos em diversas atividades farmacoldgicas. Varios
compostos deste grupo foram investigados pelos efeitos citotéxicos, hepatoprotetores,
anti-inflamatoérios e cardiovasculares (METCALF et al., 1980; METCALF et al., 1982).

As atividades anti-inflamatdrias de algumas cucurbitacinas foram associadas a
inibicao das enzimas da cicloxigenase, mas nenhuma pesquisa foi realizada para apoiar
esta hipétese. O estudo sobre uma série de plantas geralmente reconhecidas como
seguras para aplicacdes fitoceuticas, apresenta potentes atividades inibitdrias

anticancerigenas (YESILADA et al., 1998)

Figura 6: Esqueleto estrutural das cucurbitacinas
22 Fi
3| oy, 30 ar

i)

Fonte: Autor, 2017.

3.5 Mangifera indica

A manga (Mangifera indica), que pertence a familia Anacardiaceae, &
amplamente encontrada no Brasil, em Cuba e em muitas outras regides tropicais €
subtropicais do mundo, sendo uma das frutas comestiveis mais populares do mundo. A
casca da manga tem sido tradicionalmente utilizada para o tratamento de hemorragias,
sarna, diarreia, sifilis, diabetes, infec¢Oes cutidneas e anemia, utilizando um extrato
aquoso obtido por decoccdo.

O Brasil € hoje, o segundo produtor mundial, sendo o Nordeste sua principal

regido produtora, apresentando grande diversidade de tipos e variedades, em contraste
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com as condi¢des precdrias de comercializacdo da fruta, com base no sistema de

distribuicao em feiras livres tradicionais (YANRU. Z et al., 1995).

Figura 7: Manga indiana, Mangifera indica ou manga comum, ilustracdo de manga

indiana com flor isolada em um fundo branco

Fonte: Indiano Manga, 2016. <https://br.depositphotos.com/6751890/stock-

illustration-indian-mango-or-mangifera-indica.html> Acessado em 24/11/2017.

O valor vitaminico das mangas, fica circunscrito principalmente em torno de seu
conteddo de vitamina A (carotendides), vitamina C (4cido ascérbico) e pequenas
quantidades de vitaminas do complexo B (BLEINROTH, 1976). A manga madura
possui quantidade aprecidvel de vitamina C, chegando a conter 110 mg/100 g de material
conforme a variedade (BLEINROTH, 1976).

Em razdo da manga ser uma fruta sazonal e muito abundante em varios paises,
seria valioso tanto em termos econOmicos como nutricionais, tornar viavel um melhor
aproveitamento da mesma, de maneira que sejam preservados tanto quanto possivel, seus
componentes naturais. Para isto, tornam-se importantes, estudos sobre as caracteristicas

e transformacOes fisicas, quimicas, bioquimicas e sensoriais da manga durante os


https://br.depositphotos.com/6751890/stock-illustration-indian-mango-or-mangifera-indica.html
https://br.depositphotos.com/6751890/stock-illustration-indian-mango-or-mangifera-indica.html
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estigios de amadurecimento, armazenamento e processamento, para a obtencdo da

melhoria da qualidade e aperfeicoamento de sua industrializacao.

3.5.1 Mangiferina

A mangiferina (2-C-d-glucopiranosil-1,3,6,7-tetra-hidroxifantona), cujo nome de
acordo com a IUPAC ¢ 1,3,6,7-tetra-hidroxi-2- [3,4,5 -trihidroxi-6 (hidroximetil) oxan-
2-il] xanten-9-ona, pertence a classe dos xantonoides, uma das vdrias classes de
compostos naturais denominados coletivamente de polifendis. Eles se originam por meio
de técnicas biossintética, com aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina) como
intermediarios (fenilalanina ou tirosina) (SEEDI et al., 2010).

Com as folhas da Mangifera indica, € possivel obter varios compostos fendlicos,
especialmente a mangiferina, que possui efeitos antidiabético, hipolipemiante,
antioxidante e anti-inflamatério. Com todos esses efeitos que ela possui, € possivel que
a mangiferina ajude na prevencao de doengas cardiovasculares, atuando sobre o processo
aterosclerotico.

Os polifendis vegetais, plantas fendlicas, sdo o maior e mais difundido grupo de
metabolitos especializados, tradicionalmente conhecidos como metabdlitos secundarios,
devido a sua aparente ndo participa¢do no roteamento energético ou estrutural primario

(KORKINA, 2007).

Figura 8 — Esqueleto estrutura da mangiferina

4 5
HO_ 3 O\ 6 _OH
2a 10 1|Oa\
B
HO 8a : 7 “OH

Fonte: Autor, 2017.

A Mangiferina tem sido amplamente estudada para uma variedade de atividades
biologicas, tanto in vitro como in vivo em animais e seres humanos. Algumas das

propriedades farmacoldgicas e quimicas da mangiferina foram revisadas recentemente
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(WAUTHOZ et al., 2007; SINGH et al., 2009), focadas na mangueira como a principal
fonte desse composto. Além disso, nos dltimos anos, foram publicados varios novos

artigos interessantes sobre a bioatividade da mangiferina e seus mecanismos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O trabalho focou em realizar o estudo metaboldomico de trés espécies de plantas,

a Cucurbita pepo, a Paullinia cupana e a Mangifera indica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar cucurbitacinas no extrato de Cucurbita pepo;
- Identificar e isolar as procianidinas no extrato de Paullinia cupana;

- Separar os picos do cromatograma referente ao extrato da Mangifera indica por CLAE.



14

4 METODOLOGIA
4.1 Extracao da Cucurbita pepo por sistema soxhlet

A amostra pulverizada de Curcubita pepo, da semente, estava lacrada e
armazenada a baixa temperatura em freezer. A temperatura ambiente, foi pesada em um
papel de filtro em forma de cilindro, com peso de 18,9107 g. A amostra foi extraida
utilizando os solventes hexano e metanol, respectivamente. Abaixo estd uma

representacao final do sistema:

Figura 9: Sistema soxhlet da extracdo da Cucurbita pepo

Fonte: Autor, 2017.

A extragdo com hexano durou 2 horas e 40 minutos e foi feita afim de
desengordurar a amostra. Em seguida, foi feita a extracdo com o metanol o extrato a ser
analisado. A amostra desengordurada foi retirada e colocada na capela por 1 hora para
evaporar o hexano remanescente. Foi colocada em novo sistema soxhlet com 500 mL de
metanol. A extracdo com metanol durou 2 horas e 25 minutos e, finalmente seco.

O extrato produzido da extragdo com o metanol foi rotaevaporado, seco com
nitrogénio liquido por 45 minutos antes da pesagem do extrato. A massa do extrato de

Cucurbita pepo obtida foi de 0,742 g.
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Figura 10 — Extrato de Cucurbita pepo

7

4.2 Extracao da Paullinia cupana (Guarana)

Fonte: Autor, 2017.

Vinte amostras de semente de Paullinia cupana em po, oriunda da Amazonia,
estavam lacradas a vdcuo e armazenadas a baixa temperatura na geladeira. Apds
chegarem a temperatura ambiente, os lacres foram removidos e colocadas em um becker
de plastico. Em seguida, um béquer de 250 mL foi tarado em uma balanca semi-analitica
e toda a amostra contida no recipiente de pléastico foi pesada. A massa de Paullinia

cupana (guarand) foi de 135,94 g.

4.2.1 Desengorduramento da amostra por sistema soxhlet com éter de petréleo

A amostra devidamente pesada foi colocada em um sistema soxhlet com éter de
petréleo para processo de desengorduramento. Apds a montagem do sistema, o solvente
éter de petrdleo foi colocado até metade do balao volumétrico de 3 litros, ou seja, 1,5

litros. Abaixo estd uma imagem final do sistema.
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Figura 11- Sistema Soxhlet com solvente éter de petrdleo

Fonte: O autor, 2017.

Ap06s 4 horas de processo de desengorduramento, a amostra foi retirada do sifao

e colocada para secar na estufa por 1 hora, para retirar todo o éter de petréleo.

4.2.2 Extraciio por ultrassom com soluciio Agua/Etanol (1:1)

Ap6s a amostra sair da estufa, foi pesada cerca de um grama da amostra
desengordurada e colocada em tubos falcons de 50 mL. Esse processo foi feito para
quatro tubos.

Tabela 1 — Massa exata de amostra em cada tubo falcon

Tubo falcon Massa pesada (g)
1 1,0021
2 1,0071
3 1,0092
4 1,0337

Fonte: Autor, 2017.


https://chemsketch.soft32.com.br/
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Ap6s a pesagem, foram adicionados 10 mL de solugdo dgua/etanol (1:1) nos
tubos falcons com as devidas massas pesadas de guarand em pé. Em seguida, foi utilizado
a cuba ultrassonica Q3.0L Ultronique para dissolver o mdximo de amostra nos tubos.
Ap6s 20 minutos no ultrassom, os tubos de ensaios foram para a centrifuga KC5 Kindly,
onde ficaram por 10 minutos a uma rota¢do de 3000 rpm. Em seguida, a parte aquosa foi
separada do s6lido remanescente. A imagem ilustra o total de solu¢do dos quatros tubos

falcons obtido no laboratério.

Figura 12- Extrato aquoso (4dgua e etanol) da Paullinia cupana

— — ” - 3

Y

Fonte: O autor, 2017.
4.2.3 Particao liquido — liquido do extrato aquoso

10 mL da solucdao aquosa obtida, diluida em 100 mL com dgua mili-Q em um
funil de separagdo de 250 mL. Em seguida foram diluidos 100 mL de acetato de etila no
funil de separacdo, agitado por 10 minutos e colocado em repouso por 2 horas para

separacao das fases como ilustrado na figura 15.


https://chemsketch.soft32.com.br/
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Figura 13 — Antes e depois da particdo com acetato de etila

lUNI ,\w"

Inicio

Fonte: Autor, 2017.

ApOs a separacdo, a parte inferior (etanol e dgua), e parte superior (acetato de

etila) foram coletados (figura 16).

Figura 14 — Separacdo das solugdes de Paullinia cupana apés a particao

Fonte: Autor, 2017.

A parte de acetato de etila continha 4dgua, logo, foi colocada no congelador por 1
hora e 30 minutos para congelar a 4gua e separar do extrato de acetato de etila. A parti¢cao
foi feita com o intuito de arrastar os compostos fendlicos de interesse, como cafeina,
epicatequina, catequina e procianidinas, para uma melhor visualiza¢do no espectro de

massa.
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4.3 Preparo de solucao concentrada de Paullinia cupana para isolar procianidinas

O processo do tépico 4.2 ao 4.2.3 foi repetido, exceto pela mudanca na
quantidade de amostra e de solventes utilizados. Foram adicionados cerca de 2,5 gramas
do extrato desengordurado em oito tubos falcons de 50 mL, com o intuito de formar um

extrato mais concentrado.

Tabela 2 — Massa exata de amostra pesada para extracao
Tubo Falcon Massa pesada (g)
1 2,5047
2,5049
2,5050
2,4981
2,5013
2,5047
2,4996
2,5090
Fonte: Autor, 2017.

R NN AW

Apo6s a pesagem, foi colocado 30 mL de solug¢do dgua/etanol (1:1) nos tubos
falcons com as devidas massas pesadas de guarand em p6. Em seguida, foi utilizado a
cuba ultrassonica para diluir o maximo da amostra. Ap6s 20 minutos no ultrassom, os
tubos de ensaios foram para a centrifuga, onde ficaram por 10 minutos a uma rotacao de
3000 rpm. Em seguida, a parte aquosa foi separada do sélido remanescente e feito o
processo de parti¢do com acetato de etila utilizando 150 mL do extrato de etanol e dgua
com 600 mL de acetato de etila em um funil de separacdo de um litro, e colocado em

repouso por 4 horas.
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Figura 15 — Particdo da solugd@o concentrada de Paullnia cupana

ot g =

Fonte: Autor, 2017.

ApOs a separagdo da parte contendo acetato de etila da parte etanol com 4gua, o
extrato de interesse, com acetato de etila, foi posto no rotaevaporador, onde permaneceu
por 30 min, a 42°C com 50 rpm, para concentrar o extrato, retirando todo o acetato de

etila. A imagem ilustra o extrato obtido no laboratério.

Figura 16 — Extrato final da soluc¢do concentrada de Paullinia cupana

Fonte: Autor, 2017.


https://chemsketch.soft32.com.br/
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4.4 Extracao por sistema soxhlet da Mangifera indica

A extracdo foi realizada utilizando 10 g da amostra em p6 da casca da manga e
colocados no sistema soxhlet adicionado com 600 mL de metanol P.A na proporcdo de

1:60 (m/v), no tempo de 9 horas, em triplicata.

Figura 17: Extrato da Mangifera indica

Fonte: Autor, 2017.

4.5 Condicoes do sistema LC-MS e PDA para analise dos extratos

O sistema de cromatografia liquida com espectrometro de massa (LC-MS) teve
as seguintes condicdes: a andlise cromatogréfica foi realizada em um sistema Acquity
UPLC (Waters), acoplado a um sistema de Quadrupolo / Tempo de Voo (QtoF, Waters)
pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - EMBRAPA. As corridas
cromatograficas foram realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1
milimetros, 1,7 um), temperatura fixa de 40 “C, fases méveis dgua com 0,1% de 4cido
formico (A) e acetonitrila com 0,1% de 4cido formico (B), gradiente variando de 2% a
95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL / min e volume de inje¢do de 5 uL.

As condi¢des da massa de alta resolucdo — XEVO-QToF teve como modo EST
adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120 °C, temperatura de
dessolvatagdo 350 °C, fluxo do gds dessolvatacdo de 500 L / h, cone de extracio de 0,5
V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo ESI* foi adquirido na faixa de 110-1180 Da,


http://www.airproducts.com.br/industries/Analytical-Laboratories/analytical-lab-applications/product-list/liquid-chromatography-with-mass-spectrometer-lc-ms-analytical-laboratories.aspx?itemId=BA1AEFB4DC584D8495B390A4877D0387
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temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C, fluxo do gis
dessolvatacdo de 500 L/h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi
utilizada como lock mass. O modo de aquisi¢do foi MSE. O instrumento foi controlado
pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

No PDA, a andlise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters),
acoplado a um sistema de Quadrupolo / PDA (Uv-vis) pertencente a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria - EMBRAPA. As corridas cromatograficas foram realizadas
em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7 um), temperatura
fixa de 40 °C, fases moveis dgua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila com 0,1%
de 4cido formico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (3 min), fluxo de 0,4 mL / min
e volume de injecdo de 2 uL.. No XEVO-QTOoF, a aquisi¢ao foi adquirida na faixa de
110-1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 "C, temperatura de dessolvatagdao 600 °C,
fluxo do gas dessolvatagao de 500 L / h. O modo ESI e ESI* apresentaram voltagem do
capilar de 0,8 kV e 1,5 kV. O instrumento foi controlado pelo software Empower 3

(Waters Corporation).

4.6 Preparo do extrato de Cucurbita pepo e Paullinia cupana a ser injetado no LC-

MS e PDA

5 mg do extrato de Cucurbita pepo foram dissolvidos em 1 ml de dgua/metanol
(1:1) filtrado em membrana de PT/FE 0,22 um e adicionados em vial para posterior
injecdo. O extrato de Paullina cupana a ser injetado no LC-MS, foi diluido 0,5
microlitros da amostra liquida em 9,5 pL. de uma solucdo dgua/metanol (1:1) em vial de

1,5 mL. O mesmo procedimento foi feito para preparar o extrato para injecao no PDA.

4.7 Tratamento e injecao do extrato da Mangifera indica no CLAE

Para o extrato da Mangifera indica, vials de 1,5 mL foram preparados dissolvendo
o extrato com solvente dgua/metanol (1:1). Foram utilizados 3 vials para coletar os picos
exposto no cromatograma. De cada vial foi utilizado cerca de 1 mL, pois o UFLC da
marca Shimadzu tem em seu injetor a capacidade de coletar apenas quantidades acima de

0,5 mL em cada vial.
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Tabela 3 — Composicdo dos vials injetados no UPLC

Vaio Massa de extrato  Volume de solvente
(mg) utilizado (mL)
1 78,18 1,5
2 95,45 1,5
3 123,45 1,5

Fonte: Autor, 2017.
Foi utilizado 0,7 mL do vial 1, 1,0 mL do vial 2 e 0,9 mL do vial 3. Na tabela 3
tem a concentracdo presente em cada vial em mg/mL e a massa injetada de cada vial

levando em conta o quanto foi usado de cada.

Tabela 4 — Quantidade de amostra presente nos vials

Vaio Razao massa por Massa injetada de
volume (mg/mL) cada vial (mg)
1 52,12 36,48
2 63,63 63,63
3 82.30 74,07

Fonte: Autor, 2017.

O total de extrato injetado no UFLC foi de 174,19 mg para a coleta dos picos.

4.8 Método e aplicacao do extrato da casca da manga no CLAE

Devido a problemas apresentado pelo CLAE com injetor e software, alguns mL
do primeiro vial foram perdidas. Foram feitas 53 injecdes, sendo 13 injecdes de 30 uL e
40 injecdes de 50 pL. O sistema UPLC Shimadzu teve as seguintes condi¢des: bombas
LC-20AD, forno do tipo CTO-20A a 30°C, detector do tipo SPD-M20A arranjo de
diouro PDA “Uv-vis” e coluna Zorbax SB-C18 de 4,6 x 150 mm 3.5 micron. As corridas
foram realizadas utilizando fluxo de 2 mL/min, com fase mdvel A (Acetonitrila com 0,1
% de 4cido férmico) e B (Agua Mili-Q com 0,1 % de 4cido férmico), com tempo de

corrida de 18 minutos, tendo o gradiente variando de 5% a 36% de B em 0,01 a 8,5
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minutos, e de 8,5 a 9 minutos variando de 36% a 100% de B, lavando e recondicionando
até 18 minutos, para o equilibrio do sistema. Apds o estudo do cromatograma, foram
coletados manualmente 12 picos em erlenmeyers. Em todos foram colocados 80 mL de

metanol, para facilitar o processo de rotaevaporagao.

Figura 18: Erlenmeyers onde foram coletados os 12 picos

Fonte: Autor, 2017.

Em seguida, os picos coletados foram para o rotevaporador, a uma temperatura
média de 40 °C, para ndo degradar a amostra, e utilizando 50 rpm, para concentrar a
amostra retirando o solvente, no caso a acetonitrila, o metanol e a dgua. Foi possivel a
retirada da acetonitrila e do metanol, permanecendo somente a dgua. Os picos coletados
foram guardados em frascos de penicilina tarado e colocados no congelador para

posterior andlise dos picos.

Figura 19: Picos coletados em frascos de penicilina com dgua

Fonte: Autor, 2017
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise do extrato da Cucurbita pepo

O extrato de Cucurbita pepo foi obtido com o propdsito de identificar a
cucurbitacinas em sua composi¢do. Contudo, apesar da literatura apresentar relatos
dessas substancias, esse material € novo, podendo haver diferencas quimicas.
Inicialmente, foi necessdrio fazer um levantamento sobre os tipos existentes para

possivel identificacdo no extrato.

Tabela 5 — Levantamento dos tipos de cucurbitacinas existente

CODIGO DE CUCURBITACINAS FORMULA MASSA ORGANISMO
IDENTIFICACAO MOLECULAR MOLAR

C00003683 Cucurbitacin B C32H4608 558.31926845 Bryonia dioica
C00003683 Cucurbitacin B C32H4608 558.31926845 Bryonia alba
C00003684 Cucurbitacin C C32H480s8 560.33491851 Bryonia alba
C00003685 Cucurbitacin D C30H4407 516.30870376 Bryonia dioica
C00003686 Cucurbitacin E C32H4408 556.30361838 Bryonia dioica
C00003686 Cucurbitacin E C32H440s8 556.30361838 Bryonia alba
C00003689 Cucurbitacin I C30H4207 514.2930537 Bryonia dioica
C00003689 Cucurbitacin I C30H4207 514.2930537 Bryonia alba
C00003690 Cucurbitacin J C30H4408 532.30361838 Bryonia dioica
C00003690 Cucurbitacin J C30H440s8 532.30361838 Bryonia alba
C00003694 Cucurbitacin S C30H4206 498.29813907 Bryonia dioica
C00031748 Dihydrocucurbitacin B C32H4808 560.33491851 Bryonia dioica
C00031748 Dihydrocucurbitacin B C32H480s8 560.33491851 Bryonia alba
C00031749 Dihydrocucurbitacin E C32H4608 558.31926845 Bryonia alba

Fonte: Base de dados KNapSAcK

Os dados obtidos na literatura (tabela 5), foi possivel analisar os resultados
obtidos no LC-MS, para a possivel presenca de cucurbitacinas no extrato. O

cromatograma obtido foi o seguinte:


http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/information.jsp?word=C00003683
http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/information.jsp?word=C00003683
http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/information.jsp?word=C00003684
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Figura 20: Cromatograma do extrato da Cucurbita pepo, modo positivo e negativo,

respectlvamente.
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Fonte: Autor, 2017.

Em ambos os cromatogramas, tem-se picos em evidéncia, como o 12,35 no modo
negativo e 11,65 no modo positivo. Ao analisar os picos dos cromatogramas, nenhuma
cucurbitacina foi encontrada, pois os picos ndo correspondiam a uma massa ou uma

formula molecular presente na tabela 5.

5.2 Analise do extrato da Paullinia cupana

O guarand foi analisado com a finalidade de identificar os compostos de interesse,
taninos condensados, e procianidinas, que sdo importantes para as propriedades do
guarand. As procianidinas s@o uma classe de taninos condensados (proantocianidinas)
referente ao composto flavan-3-ol, que foram relatados como componentes em alimentos
e bebidas, como uvas, vinho, chd verde e guarand. As procianidinas podem ter uma

ligacdo do tipo A ou B entre as unidades de flavondides.
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Figura 21: Esqueleto estrutural do flavan-3-ol.

Fonte: Autor, 2017.

7z

O tipo B ¢ -caracterizado por unidades de flavondides conectadas
individualmente entre o carbono C (4) e C (6) da unidade de extensao da cadeia ou C (4)
e C (8) da unidade de terminacdo da corrente. As procianidinas do tipo A sdo diferentes
do tipo B por terem uma ligacdo éter adicional no carbono dois (FERREIRA et al., 2010).
Ap0s a injecdo do extrato de Paullinia cupana no LC-MS, em modo positivo e negativo,

foi obtido os seguintes cromatogramas:

Figura 22: Cromatogramas referente ao extrato de Paullinia cupana em modo positivo

[M+H]* e negativo [M-H]”, respectivamente.

UPLC-QToF_4733 1: TOF MS ES+

100~ 1596

15.51
15.49)

Xy

15.97

0-

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

BPI

9.69e3

UPLC-QToF_4690 1: TOF M5 ES-

100,

18.03

767

8.00 " T0lo T 1200 1400 16.00 18.00

Fonte: Autor, 2017.

Time



28

Os cromatogramas possuem diversos picos de intensidade considerdvel, como

3,29 e 3,77. Picos com tempos de retencdo entre 3.02 e 5.72 foram cruciais para a

identificacdo das procianidinas, pois sdo padrdes. Apds analisar os cromatogramas no

software MassLynx V4.1, os compostos foram identificados e colocados em duas

tabelas, um referente a andlise em modo negativo e modo positivo.

Tabela 6 — Compostos Paullinia cupana (GUARANA) no modo negativo

Pico TR [M-HJ [M-H]J Produtos dos ions Foérmula Ppm Nome
No. Min Observado Calculado (MS/MS) empirica (erro)
1 0.97 341.1092 341.1084 179.0540, 191.0539 C12H21011 2.3 Sucrose
2 2.89 577.1346 577.1346 451.1248, 425.0985, C30H25012 0.0 Procianidina do
407.0710, 289.0751 tipo B dimero
3 3.02 577.1339 577.1346 451.1119, 425.0858, C30H25012 -1.2 Procianidina B2
407.0714, 289.0708
4 3.29 289.0719 289.0712 245.0798, 205.0482 Ci15Hi1306 24 Catequina
5 3.70 863.1789 863.1823 711.1409, 573.1254, Ca5H350138 -3.9 Procianidina do
451.0998, 289.0690 tipo A Trimero
6 3.78 289.0709 289.0712 245.0810, 205.0505 Ci15sHi130e6 -1.0 Epicatequina
7 4.38 575.1195 575.1190 449.0919, 423.0761, C30H23012 0.9 Procianidina do
407.0818, 289.0751 tipo A dimero
8 4.55 1153.2604 1153.2614 865.1922, 577.1367, CooH37024 -0.9 Procianidina do
425.0837, 407.0691 tipo B trétamero
9 4.57 865.2000 865.1980 577.1364, 425.0864, C4s5H37018 2.3 Procianidina do
407.0818 tipo B trimero
10 4.75 1151.2499 1151.2457 863.1914, 575.1172, CooH47024 3.6 Procianidina do
407.0869, 289.0729 tipo A trétamero
11 4.92 575.1196 575.1190 449.0895, 423.0736, C30H23012 0.3 Procianidina A2
407.0828, 289.0712
12 5.55 861.1650 861.1667 575.1220, 423.0689, Ca5H33018 -2.0 Procianidina do
289.0751 tipo A trimero
Fonte: O autor, 2017.
Tabela 7 — Compostos Paullinia cupana (GUARANA) no modo positivo
Pico TR [M-HJ [M-HJ Produtos dos ions Foérmula Ppm Nome
No. Min Obsery Calculado (MS/MS) empirica (erro)
ado
1 3.14 291.08 291.0869 247.0561, 207.1010 Ci5Hi506 0.3 Catequina
70
2 3.81 291.08 291.0869 207.0643 CisHi506 -3.1 Epicatequina
60
3 3.93 195.08 195.0882 165.0546, 138.0666 CsHi11N4O2 -3.6 Caféina
75
4 3.22 579.15 579.1503 453.1158, 427.1093, C30H27012 3.5 Procianidina B2
23 409.0919,291.0879
5 4.48 579.15 579.1503 425.0867, 195.0831, C30H27012 33 Procianidina do
22 291.0852 tipo B dimero
6 5.25 577.13 577.1346 441.1163, 425.0921, C30H25012 1.2 Procianidina do
53 138.0656, 289.0669 tipo A dimero
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7 4.83 577.13 577.1146 425.0897, 138.0669, C30H25012 2.1 Procianidina A2
58 289.0968

8 3.71 865.19 865.1980 575.1243, 427.1000, Ca4sH37018 1.4 Procianidina do
92 291.0847, 195.0852 tipo A trimero

9 6.25 863.18 863.1823 577.1398, 425.0872, CasH3s5018 1.5 Procianidina do
26 138.0653 tipo A dimero

10 4.05 867.21 867.2136 579.1544,291.0849 CasH39018 2.5 Procianidina do
58 195.0882 tipo B trimero

11 5.12 1153.2 1153.2614 865.2134, 577.1400, Ce0H49024 -2.7 Procianidina do
583 425.0880, 291.0917 tipo A tretaméro

12 4.38 1155.2 1155.2770 867.2158, 579.1526, CeoHs1024 -0.9 Procianidina do
660 291.0847 tipo B tretaméro

Fonte: O autor, 2017.

Com os padrdes das procianidinas A2 e B2, ilustrados na fihura 25, foi possivel

comprovar suas existéncias devido aos tempos de retencdo obtidos nas andlises da

amostra, comprovando que o tempo de reten¢do da procianidina B2 € menor do que a

procianidina A2.

Figura 23: Padrdes procianidina B2 e procianidina A2, respectivamente.
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A caracterizagdo das procianidinas do guarand foi feita por andlise das

fragmentacdes. Os mecanismos mais comumente encontrados foram a fissdo do anel
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heterociclico B com uma perda de 126 Da (fissao formando fésforo heterociclico, HRF),
reacdo retro Diels-Alder com perda de 152 Da, eliminacdo de dgua, formacdo de

benzofurano (fissdo formadora de benzofurano, FFB) e fissdo da quinona e metamida

(QM).

Figura 24: Estruturas das substancias identificadas no extrato de guarana (Paullinia
cupana) . 1- catequina, 2- epicatequina, 3- procianidina do tipo A dimero, 4-
procianidina do tipo B dimero, 5- procianidina do tipo A trimero, 6- procianidina do

tipo B trimero, 7- procianidina do tipo A tretaméro, 8- procianidina do tipo B tretaméro

_OH

A c.:f_’:OH 9 o \";:,’.*\\,,.- . OH g OH HO~V-"'.‘:;\ ,"‘.

(5) (6) (7 (8)

Fonte: Givaldo et al., 2017.

Os compostos 2 € 3 da tabela 5 deram um ion precursor em m/z 577.1346 ¢
577.1339. Uma proposta de fragmentacao pode ser em m/z 451 [M-H-126]", derivado do
HRF e saida do 1,3,5-tri-hidroxibenzeno (floroglucinol). Os fons a m/z 425 [MH-152] -
e 407 [MH-152-18] -, corresponderam a reagdo Diels-Alder retro de uma por¢do da
epicatequina superior que resultou na perda de uma unidade de glucogallin e subsequente

eliminacdo de d4gua. A substancia precursora sofreu fissio QM com perda de
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epicatequina para produzir um fon em m/z 289 [M-H-288] . As estruturas de 2 e 3 eram
consistentes com dimeros de procianidina de tipo B e procianidina B2, respectivamente
(QIANG et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Infelizmente, os dados de LC-MS néo foram
suficientes para determinar se as procianidinas foram formadas por unidades de
catequina ou epicatequina. No entanto, os dados LC-MS registados para o composto 3,

correspondem ao padrdo analitico da procianidina B2.

Figura 25: Espectro de massa para os compostos 2 e 3 da tabela 5,

respectivamente.
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Fonte: Autor, 2017.

O composto 8 mostrou um ion precursor em m/z 1153,2614 e foi caracterizado
como um tetramero de procianidina de tipo B. Os fragmentos MS/MS a m/z 865.1922 e
577.1367 [M-H-288; M-H-576] " foram atribuidos a quebra QM de uma e duas unidades
de epicatequina, respectivamente. O fragmento m/z 425.0837 [M-H-576-152] foi
atribuido a ruptura de ligagcao que acontece entre os flavonoides seguida por um rearranjo
retro de Diels-Alder. O fragmento em m/z 289 [M-H-864] - era tipico da epicatequina
(QIANG et al., 2015; ZHANG et al., 2015).
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Os compostos 4 e 6 foram identificados como catequina e epicatequina, com 0s
fons precursores em m/z 289.0719 e 289.0709, respectivamente. O tempo de retencdo da

epicatequina € maior que o da catequina.

Figura 26: Espectros de massa para os compostos 6 e 4 da tabela 5,

respeCtIVamente.
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Fonte: Autor, 2017.

O composto 9 exibiu um fon precursor em m/z 865,2000 com fragmentos em m/z
577.1364 [M-H-288] " formado a partir da perda de uma unidade de epicatequina superior
por um mecanismo de clivage QM. A formacao de fons com m/z 425.0864 [M-H-289-
152] -, 407.0818 [M-H-289-152-18] “e 289.0815 [M-H-577] - foram por fragmentos ja
descrito para o composto 8. O composto 5 foi caracterizado por estes dados como um

trimero de procianidina de tipo B (QIANG et al., 2015; TALA et al., 2013).
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Figura 27: Espectro de massa para o composto 9 da tabela 5.
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Fonte: Autor, 2017.

Os trimeros de procianidina com apenas uma conexdo de tipo A foram
evidenciados por fragmentos em m/z 573 e 289, gerados a partir de clivagem QM entre
as unidades intermedidrias e terminais de epicatequina (GALAVERNA et al., 2015). O
composto 5 mostrou um fon precursor em m/z 863.1789 e fragmentos em m/z 711.14009,
573.1254 e 289.0690. O fragmento em m/z 711.1409 foi formado por rearranjo retro de
Diels Alder a partir da unidade de epicatequina com perda de 152 Da.

O composto 10 mostrou um fon precursor em m/z 1151.2499 com fragmentos
MS/MS a m/z 863.1914 [MH-288] -, 575.1172 [MH-576] - e m/z 289.0729 [MH-862]
que eram atribuidos a sucessivas clivagens de QM com perda de unidades de
epicatequina. O fragmento de ion em m/z 407,0869 [M-H-575-150-18] " foi formado por
reacdo retro de Diels-Alder seguido por uma perda de dgua. O composto 10 foi
caracterizado como tetramero de procianidina do tipo A (QIANG et al., 2015; ZHANG
et al., 2015).



Figura 28: Espectro de massa para o composto 10 da tabela 5.
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Fonte: Autor, 2017.

1150

Os compostos 7 e 11 exibiram um fon precursor em m/z 575 aproximadamente.

A proposta de fragmentacgao para estes fons € fragmentos MS/MS em m/z 449 [MH-126]

"~ ap6s HRF, m/z 423 [MH-152] " de Diels-Alder retro de uma unidade de epicatequina e

m/z 289 [MH-288] ~ da clivagem QM de uma unidade de epicatequina. O composto 7

corresponde a um dimero de procianidina de tipo A e o composto 11 a uma procianidina

A2, compativeis com a férmula C30H23012 (QIANG et al., 2015).

Figura 29: Espectro de massa para o composto 7 da tabela 5.
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Fonte: Autor, 2017.
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Finalmente, o composto 11 mostrou um fon precursor em m/z 861.1650

consistente com um composto trimerico de procianidina através de duas ligacdes de tipo

A (ZHANG et al., 2015).

Figura 30: Espectro de massa para o composto 11 da tabela 5
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Fonte: Autor, 2017.
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5.3 Isolamento das procianidinas do extrato da Paullinia cupana concentrado

O extrato concentrado da Paullinia cupana foi aplicado no PDA para identificacao
das procianidinas e seu possivel isolamento de acordo com suas quantidades. O
cromatograma obtido apds a injecdo no PDA ndo identificou quantidades de
procianidinas, apenas a presenga de catequina, epicatequina e cafeina. Portanto, ndo foi
possivel isolar as procianidinas do extrato de guarand, pois ndo apareceram no
cromatograma, indicando que ndo existiam em quantidade considerdvel, de forma que

fosse possivel coletar os picos pelo CLAE. Pode-se analisar os cromatogramas vendo os

tempos de retencao, inseridos nas tabelas 5 e 6.
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Tabela 8 — Resultado dos picos

Pico Nome Tempo de retencao Area Forca
1 Peak1 280.0nm 3.756 12079 7370
2 Peak2 280.0nm 3.875 102036 70381
3 Peak3 280.0nm 4.046 14073 8180
Fonte: Autor, 2017.
Figura 31: Cromatograma extrato Paullinia cupana concentrado PDA
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Fonte: Autor, 2017.
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Figura 32: Cromatograma extrato Paullinia cupana concentrado PDA ampliado
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Fonte: Autor, 2017

Ao analisar os picos, no tempo de retencdo em 3.756 tem-se a catequina, em 3.875 &
caracteristico da cafeina e em 4.046 ¢ referente a epicatequina. As procianidinas nao
apareceram pois no PDA se vé absor¢do, em que € proporcional a intensidade, com a
visualiza¢do do comprimento de onda. No LC-MS se vé ionizagao, logo, o melhor estado
de ionizacdo de uma molécula é estando em baixa concentracdo, como acontece nas

procianidinas no extrato da Paullinia cupana.
5.4 Separaciao dos compostos do extrato da casca da Mangifera indica
O extrato foi injetado no CLAE para separar os compostos existentes em sua

composi¢do. O cromatograma obtido teve 12 picos de intensidade e de resolugdo

relevantes para a coleta, que estdo explicitados na tabela 10.
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Figura 33: Cromatograma do extrato da casca da manga por CLAE

mAU
& @ PDA Multi 1 253nm,4nm
(] [++]
1500 <+ w
1000
500 i
@
5
0H— ]
b o | L | [ | ! LI e LU T
0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5

Fonte: Autor, 2017.

Tabela 9: Picos coletados referente ao cromatograma do extrato da casca da manga

Pico Tempo de
Retencao

1 1,204

2 1,763

3 2,154

4 2,611

5 3,159

6 3,574

7 4,379

8 5,078

9 5,385

10 5,886

11 8,509

12 10,189

Total

Fonte: Autor, 2017.

Area

205155
490354
461518
295587
257689
1436723
5356714
487410
487410
8277328
230290
468471
18065170

Intensidade

74484
68434
43158
52808
49230
283189
1465500
52853
52853
1541754
61685
202015
3989310

Os picos selecionados foram os que tinham melhor defini¢@o, sendo possivel fazer

a coleta de forma que o obtido saisse o mais puro possivel. Os picos 10, 7 e 6 foram os

de maior intensidade, com os tempos de retencdo 5,886, 4,379, 3,574, respectivamente.

Os picos coletados foram armazenados no congelador para posterior estudo, logo, ndo se

tem ideia do que foi coletado sem antes analisar.
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6 CONCLUSAO

A preparagdo do extrato da Cucurbita pepo foi realizada com todo cuidado, para
que ndo acontecesse a degradacdo das substincias presentes na amostra, porém, o
cromatograma obtido pelo LC-MS nio mostrou nenhuma cucurbitacina, presente no
levantamento da tabela 5. Logo, as cucurbitacinas ndo foram identificadas no extrato
preparado, o que indica que essas substancias ndo fazem parte da composicdo da
Cucurbita pepo.

No estudo do extrato da Paullinia cupana, foram identificados as procianidinas
por meio da andlise no LC-MS. Foi possivel provar sua presenca por meio dos estudos
das fragmentacOes dos espectros de massa de cada pico mostrado no cromatograma.
Foram identificados nove procianidinas, catequina, epicatequina e a cafeina. As
procianidinas A2 e B2 obtiveram resultados com tempo de retencao parecidos com os seus
padrdes, confirmando a sua presenca no extrato. Nao foi possivel isolar essas
procianidinas, pois ndo se mostraram presente na andlise do PDA, ou seja, ndo existiam
em quantidades suficiente na Paullina cupana a ponto de seus picos aparecerem no
cromatograma e ser possivel a sua coleta.

Além disso, foi possivel coletar doze picos de intensidade e de resolucdo
relevantes do extrato da casca da Mangifera indica por meio do UFLC. Com a separacao,
foi possivel concentrar o que foi coletado de cada pico retirando o metanol e a acetonitrila.
Entretanto, por ndo ter sido possivel retirar a 4gua dos picos coletados, ndo foi possivel
fazer as identificacdes das substancias.

Por fim, ndo foi possivel realizar todos os objetivos do trabalho, entretanto, foi de
suma importancia a realizacdo desses estudos nos materiais escolhidos, pois existe um
potencial futuro de evoluir com as pesquisas, como identificar o que foi coletado do
extrato da casca da Mangifera indica e tentar um novo caminho para isolar as

procianidinas da Paullnia cupana.
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