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RESUMO

As plantas medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade na terapia de varias patologias, como
Dipteryx odorata — o cumaru, rica em cumarina, o que faz dela uma espécie com varias
propriedades farmacoldgicas. O objetivo é obter um extrato seco por aspersdao a partir das
sementes de cumaru. Foi utilizada metodologia experimental, onde as sementes (P01, P02, P03)
e a torta foram processadas e caracterizadas. A solucdo extrativa (SE) foi obtida do
planejamento fatorial 2, totalizando 8 experimentos, tendo como variaveis o tipo de solvente
(hidroalcodlico 40% e 80%), relacdo droga:solvente (5% e 10%) e método extrativo (maceracdo
dindmica e decoccdo sob refluxo), sendo feita, a sua caracterizagdo. O extrato seco por asperséo
(ESA) foi obtido em spray dryer, sendo caracterizados quanto ao teor de umidade e rendimento
de secagem. Avaliou-se a atividade citotoxica das SE e do ESA, bem como a qualificacéo e
quantificacdo de cumarina por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). O teor de umidade e cinzas das amostras encontraram-se
dentro dos padrdes estabelecidos pela literatura (< 12% e < 4% respectivamente). No teor
extrativo foi possivel extrair quantidades expressivas de substancias da droga vegetal, com
maior extracao para a torta, enquanto a granulometria classificou as sementes moidas como p6
grosso e as tortas moidas como p6 moderadamente grosso. Todas as SE apresentaram-se como
levemente acidas e a densidade relativa abaixo do preconizado pela literatura (0, 8990 a 1, 020
g/mL). As SE com maiores residuos secos foram as obtidas dos experimentos 3, 4, 7 e 8 do
fatorial, as quais foram secas em spray dryer, com maior rendimento o ESA obtido das SE do
experimento 7 (solvente hidroalcodlico 40%, 10 g de droga vegetal e decoc¢do) (32,20%). Com
isso, obteve-se 0 ESA da torta seguindo 0 mesmo experimento, apresentando maior rendimento
de secagem (57,94 %) e teor de umidade de 6, 95%. Na CCD observou-se presenc¢a de cumarina
nas SE e no ESA e auséncia de umbeliferona em todas as amostras, com fator de retencéo entre
0,5a 0,68. Em CLAE a presenca de cumarina foi confirmada nas SE e no ESA. A validacgéo
parcial mostrou que as SE das sementes e da torta sdo lineares e precisdo aceitavel para
validacdo de um método analitico. Estudos de citotoxicidade verificou que nas SE reduziu
significativamente a viabilidade celular na maior concentracdo testada no periodo de 72 h,
enquanto o ESA obtido da torta ndo apresentou efeito citotoxico nas concentragdes testadas.
Portanto, as SE obtidas pelo experimento 7 do fatorial é a mais indicada para a obtencdo de um
ESA, com melhor rendimento de secagem aquele obtido da torta moida. Além disso foi possivel

comprovar a citotoxidade das soluc@es extrativas obtidas das sementes e auséncia na solucéo



extrativa obtida da torta das sementes. Esses resultados demonstram e comprovam que as

sementes de cumuru devem ser utilizadas com cautela pela populacdo em geral.

Palavras-chave: Cumaru. Extrato seco. Padronizagdo. Sementes. Spray dryer.



ABSTRACT

Medicinal plants have been used since ancient times in the treatment of various pathologies,
such as Dipteryx odorata - tonka bean, rich in coumarin, which makes it a species with several
pharmacological properties. The objective is to obtain a spray-dried extract from tonka bean
seeds. An experimental methodology was used, where the seeds (P01, P02, P0O3) and the cake
were processed and characterized. The extractive solution (ES) was obtained from a 22 factorial
design, totaling 8 experiments, with the following variables: solvent type (40% and 80%
hydroalcoholic), drug:solvent ratio (5% and 10%) and extraction method (dynamic maceration
and reflux decoction), and its characterization was performed. The spray-dried extract (ESA)
was obtained in a spray dryer, and characterized according to moisture content and drying yield.
The cytotoxic activity of SE and ESA was evaluated, as well as the qualification and
quantification of coumarin by thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid
chromatography (HPLC). The moisture and ash contents of the samples were within the
standards established in the literature (< 12% and < 4% respectively). In the extractive content,
it was possible to extract significant amounts of substances from the plant drug, with greater
extraction for the cake, while the granulometry classified the ground seeds as coarse powder
and the ground cakes as moderately coarse powder. All SE were slightly acidic and the relative
density was below that recommended in the literature (0, 8990 to 1, 020 g/mL). The SE with
the highest dry residues were those obtained from experiments 3, 4, 7 and 8 of the factorial,
which were dried in a spray dryer, with the highest yield being the ESA obtained from the SE
of experiment 7 (40% hydroalcoholic solvent, 10 g of plant drug and decoction) (32, 20%).
Thus, the ESA of the cake was obtained following the same experiment, presenting a higher
drying yield (57, 94%) and moisture content of 6, 95%. In the TLC, the presence of coumarin
was observed in the SE and ESA and absence of umbelliferone in all samples, with a retention
factor between 0, 5and 0, 68. In HPLC, the presence of coumarin was confirmed in the SE and
ESA. Partial validation showed that the SE of the seeds and cake are linear and have acceptable
precision for validation of an analytical method. Cytotoxicity studies verified that in the SE,
cell viability was significantly reduced at the highest concentration tested in the period of 72 h,
while the ESA obtained from the cake did not present a cytotoxic effect at the concentrations
tested. Therefore, the SE obtained by experiment 7 of the factorial is the most suitable for
obtaining an ESA, with better drying yield than that obtained from the ground cake. In addition,

it was possible to prove the cytotoxicity of the extractive solutions obtained from the seeds and



its absence in the extractive solution obtained from the seed cake. These results demonstrate

and prove that cumuru seeds should be used with caution by the general population.

Keywords: Cumaru. Dry extract. Standardization. Seeds. Spray dryer.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais como forma terapéutica vem acompanhando o
homem através dos tempos, que durante varias geracdes tinha como Unica forma de tratamento,
0 seu uso empirico (Badke et al., 2021). Muitas plantas sdo utilizadas com finalidades
medicinais, constituindo alternativas terapéuticas complementares ao tratamento de varias
doencas (Pedroso; Andrade; Pires, 2021). No entanto, grande parte do potencial terapéutico
ainda sdo desconhecidos, sendo cada vez mais necessario o investimento em pesquisas de
bioprospeccao, visando a descoberta de novas moléculas terapéuticas (Rocha et al., 2021).

Dentre as plantas medicinais com potencial uso fitoterapico temos a Dipteryx odorata,
uma leguminosa, da familia Fabaceae, conhecida popularmente como cumaru (Silva et al.,
2021). E uma planta arbérea de grande porte (Benevides Janior et al., 2020), com flores de cor
rosa a lilas (Dias, 2019), folhas compostas, imparipenadas e alternas (Moraes et al., 2025) e
fruto do tipo drupéceo (Silva et al., 2018) contendo, em seu interior, uma Unica semente
(Shimizu et al., 2019) de coloragédo roxa-escura e caracteristica oleosa e aromatica (Silva et al.,
2021).

A molécula biomarcadora de D. odorata é a cumarina, pois é a substancia predominante
nesta planta (Moraes; Silva; Silva, 2022). Por ser rica em cumarina, 0 cumaru apresenta varias
atividades farmacoterapéuticas (Nicaretta et al., 2018), cosméticas e alimenticias (Fetzer,
2022), além de poder ser utilizado como aromatizantes (Moraes; Silva; Silva, 2022), tornando
uma espécie de grande interesse para as inddstrias, passando a ser de suma importancia a
realizacdo do seu estudo mais aprofundado (Oliveira et al., 2021).

Apesar da vasta propriedade existente do cumaru, a FDA (Food and Drug
Administration) considerou a espécie como uma planta toxica, devido sua riqueza em cumarina,
sendo proibido o seu uso na alimentagédo (Azevedo; Barbosa; Mendonga, 2018), sendo revertido
em 2004 quando a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) pré-
estabeleceu uma ingestdo diéaria toleravel de 0-0,1 mg de cumarina/kg de peso corporal (Bajer
et al., 2018) e recentemente a legislacdo brasileira estabeleceu o limite de 10 mg/kg para a
cumarina em bebidas alcodlicas (Maia et al., 2023).

As drogas vegetais podem ser avaliadas quanto a composicao centesimal e calorico a
partir da determinacdo da composicao centesimal, (Dal Molin, 2020) e exprime a propor¢ao de
componentes que aparecem em 100 g de produto (Isaac e Vieira, 2022).

A solucdo extrativa pode ser obtida de plantas medicinais, com a utilizacdo de

determinados solventes e a partir de diferentes processos extrativos, que devem ser selecionados
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de acordo com as caracteristicas da matéria-prima (Rodrigues, 2018). Dela € possivel a
obtencdo de extratos secos, que sdo preparacOes solidas obtidas por evaporacdo do solvente
utilizado no processo extrativo (Farmacopeia brasileira, 2019) e sua obtencdo pode se da
empregando-se técnicas de secagem como a técnica de spray dryer que consiste na
transformacéo de liquidos através da pulverizacdo do material em uma camara aquecida, sendo
convertido a um produto seco (Nascimento et al., 2022), o qual tem sido preferido devido a

varias vantagens existentes em comparagdo com o extrato liquido (Lima, 2019).

Na obtencéo de extratos padronizados é fundamental a validacdo de técnicas analiticas
(Leite, 2017), de modo a confirmar cientificamente as propriedades terapéuticas do material
estudado (Gondim, 2023). Para validar um método analitico deve-se observar a adequacéo dos
resultados dos seguintes parametros de validacdo: seletividade e especificidade, linearidade,
precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificagcédo e robustez (Farmacopeia, 2019).

Diante do exposto, Dipteryx odorata é uma planta amplamente explorada pelas
industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias, porém ndo ha um produto elaborado,
desenvolvido e caracterizado adequadamente, dificultando a utilizacdo segura e eficaz desta
espécie. Dessa forma, pretende-se obter uma matéria-prima que possa ser utilizada no mercado
para fins de ampla utilizacéo, sendo possivel a sua incorporagdo em formas farmacéuticas
solidas, semissolidas e liquidas, podendo ser utilizado em medicamentos, no desenvolvimento
de cosméticos, na producéo de xaropes, em produtos alimenticios, dentre outros, ndo causando

maleficios aos seus consumidores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas medicinais

Planta medicinal é a espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos
terapéuticos e/ou profilaticos (Formulario de Fitoterapicos, 2021) com existéncia desde a
antiguidade como formas de cura para varias doencas (Prado; Matsuok; Giotto, 2018), pois
apresenta atividades farmacologicas para tratar e prevenir diversas patologias (Assis, 2021),
despertando interesse nas industrias, pois pode servir de material para o desenvolvimento de
novas substancias e produtos industrializados com fins medicinais e/ou cosméticos (Ferreira,
2015). Por isso, seu uso como ciéncia vem sendo estudado, aperfeicoado e utilizado como
terapia alternativa, trazendo beneficios aos usuarios (Coutinho; Gongalves; Marcucci, 2020).

Ha registros do uso de plantas medicinais desde o ano 2500 a.C., na China, bem como,
desde a antiguidade pelas civilizagBes indiana, egipcia e grega (Oliveira; Lucena, 2015).
Inicialmente sua utilizacdo se dava junto a rituais e oragdes, sendo considerado o Unico e
tradicional meio de prevenir e/ou tratar doencas e lesdes dentro das comunidades (Marchi et
al., 2016), porém, evoluiu ao longo dos tempos, desde as formas mais simples de tratamento
até as formas mais sofisticadas de fabricacdo industrial (Leandro; Jardim; Gavilanes, 2017).

O Brasil, com cerca de 60 mil espécies de plantas, apresenta alto potencial para novos
farmacos e produtos farmacéuticos (Simdes; Almeida, 2015) e na Amazbnia as plantas
medicinais sdo um dos principais recursos para tratar doencas, tanto pelas suas propriedades
terapéuticas como pelo contexto cultural, pela distancia com os locais onde poderiam receber
atendimento médico, confiabilidade e baixo custo comparado aos medicamentos
industrializados (Flor; Barbosa, 2015). E importante frisar que produtos oriundos de plantas
medicinais agregam valor as matérias-primas da biodiversidade, pois fortalece sua
representatividade na preservacao e conservagdo do bioma com um olhar para a bioeconomia e
politicas de desenvolvimento sustentivel (Costa Junior; Arroyo, 2024).

Apesar da alta gama de espécies vegetais nativas consideradas medicinais, poucas
passaram por uma avaliacdo cientifica, fator essencial para comprovacao da seguranga para uso
terapéutico (Simdes; Almeida, 2015). Por isso, sd0 necessarios maiores investimentos em
estudos cientificos nessa area, de modo a levar a comprovacao da eficacia de espécies utilizadas,
lembrando que a correta identificacdo da planta medicinal € um dos primeiros aspectos a ser
considerado, pois pode ocorrer de a nomenclatura popular ndo corresponder a botanica,

podendo levar a intoxicagdo ou auséncia de efeitos terapéuticos (Veloso et al., 2023).



21

2.2 Composicao centesimal

O estudo da composicao centesimal permite avaliar o valor nutricional e calorico dos
alimentos (Dal Molin, 2020), bem como exprime a propor¢do de componentes que aparecem
em 100 g de produto (lsaac e Vieira, 2022). Sua determinagdo inclui o teor de umidade,
proteinas, lipidios totais, carboidratos totais, fibras totais e cinzas (BRASIL, 2020).

A umidade representa a agua contida no alimento e corresponde a perda em peso sofrida
pelo produto quando submetido em condi¢fes nas quais a agua é removida (Instituto Adolfo
Lutz, 2008). E uma importante determinagio, pois avalia a qualidade do produto e
armazenamento adequado (Sarmento et al., 2015).

A cinza consiste no residuo inorganico resultante apds a completa destruicdo da matriz
organica do alimento, por incineracéo, transformando-se em CO2, H20 e NO (Silva; Carraro;
Perez, 2016), sendo alvo inicial para estudo de minerais analisados tanto para fins nutricionais
como para seguranca alimentar (Moreira et al., 2021). A determinacdo de cinzas pode ser ainda
utilizada como medida de pureza, pois a reprovacao de drogas vegetais nesse parametro pode
representar fraude e contaminacgédo por impurezas de origem inorganica (Araujo, 2023).

A anélise de proteinas consiste em trés etapas: digestdo da amostra, destilagdo do
nitrogénio e titulacdo acida (Melo et al., 2020). Na digestdo a matéria organica da amostra é
decomposta com &cido sulfurico (H2SO4) e um catalisador, onde o nitrogénio é transformado
em sal amoniacal, enquanto no processo de destilacdo a amoénia € liberada do sal amoniacal
pela reacdo com hidroxido e recebida numa solucdo &cida de volume e concentracdo
conhecidos, ja a titulacdo consiste em determinar a quantidade de nitrogénio presente na
amostra titulando-se o excesso do acido utilizado na destilagdo com hidrdxido (Instituto Adolfo
Lutz, 2008).

Os lipidios s@o substancias de origem vegetal ou animal, insoltveis em agua, formada
de triglicerideos e pequenas quantidade de ndo glicerideos, principalmente fosfolipidios (Brasil,
2020). Eles apresentam papel fundamental na composic¢do dos alimentos possuindo uma alta
importancia em dietas equilibradas, sendo essencial a escolha do método adequado e solventes
eficientes para que os lipidios sejam extraidos, sendo que um dos métodos mais usados para a
extracao lipidica é utilizando o extrator de Soxhlet, o qual é realizado com uso de solventes
organicos, como o éter, onde a quantificacdo lipidica é feita atraves do refluxo do solvente na
amostra alimenticia (Silva et al., 2020).

O termo fibra alimentar foi definido como sendo polissacarideos (exceto amido) e

lignina incluidas na dieta humana que resistem a acdo das enzimas enddgenas do intestino
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delgado humano, sendo classificadas como solUveis, responsaveis pelo aumento da viscosidade
do conteddo gastrointestinal, retardando o esvaziamento e a difusdo de nutrientes ou como
insollveis, que diminuem o tempo de transito intestinal, aumentam o peso das fezes, tornam
mais lenta a absorc¢éo de glicose e retardam a digestdo do amido (Instituto Adolfo Lutz, 2008).
Ela constitui um dos componentes majoritarios dos alimentos, sendo um dos principais
constituintes de vegetais, frutas e cereais integrais, que se associados a uma dieta balanceada
pode reduzir o risco de doencas como prisdo de ventre e hemorroidas, além de poder auxiliar
na prevencao da obesidade, diabetes, cancer de célon, Ulceras e doengas coronarianas (Ribeiro
et al., 2019). Ha varias propostas analiticas para determinagdo de fibra alimentar, sendo que a
mais utilizada consiste no método de Henneberg, que visa a digestéo acida seguida da digestdo
alcalina, realizando-se filtracdo entre as duas etapas (Goulart et al., 2016).

O carboidrato € a principal fonte de energia do nosso corpo e podem ser obtidos a partir
de qualquer alimento que contenha agucar em sua composicao (Silva; Martins; Vacaro, 2018).
Entre os disponiveis estdo os aglcares solliveis e 0 amido que s&o rapidamente absorvidos,
aumentando a glicose plasmatica e fornecendo energia rapidamente para o organismo (Tabela
brasileira de composicdo de alimentos, 2023).

Portanto, a qualidade nutricional dos alimentos de origem vegetal pode ser avaliada
pelos teores dos constituintes da composicdo centesimal (Santana et al., 2018), sendo a sua
determinacdo extremamente relevante uma vez que a leitura da informacdo nutricional é
importante para auxiliar o consumidor em suas escolhas alimentares (Botelho; Martins;
Mendes, 2022).

2.3 Extratos secos
Segundo a Farmacopeia Brasileira 6% edicdo (2019):

“Extrato seco é a preparacdo solida obtida por evaporacdo do
solvente utilizado no processo de extragdo. Podem ser adicionados de
materiais inertes adequados e possuem especificacdes quanto ao teor de
marcadores. Em geral, possuem uma perda por dessecagao nao superior
a 5% (p/p)”.

Os métodos de obtencdo dos extratos secos estdo se diversificando, uma vez que suas
vantagens sob os extratos liquidos se sobressaem por apresentarem facilidade de padronizacéo
dos principios ativos, homogeneidade na distribuicdo granulométrica dos constituintes
favorecendo a preparacdo de formas farmacéuticas (Lima, 2019), maior estabilidade fisico-
quimica e microbiolégica, diminuicdo de seu volume e peso (Arem; Moraes; Oliveira, 2022),

melhor farmacocinética, maior concentracdo de compostos ativos devido a evaporacdo do
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solvente e maior capacidade de transformacdo em diferentes tipos de formas farmacéuticas
solidas (Gomes, 2018), por isso, hd& um aumento no interesse do uso de pos para o
desenvolvimento de produtos a partir de extratos vegetais (Freitas, 2017). Mas, apesar das
vantagens, ainda apresentam desvantagens como deficientes propriedades reolégicas e
mecénica (Silva, 2015), auséncia de fluidez e alta higroscopicidade, gerando empacotamentos
instveis e dificuldades de compressdo e compactacdo, 0 que podem ser resolvidas ou
amenizadas aplicando-se adjuvantes farmacéuticos adequados a solucdo extrativa durante o
procedimento de secagem (Lima, 2019), melhorando as caracteristicas do produto final,
aumentando o rendimento do processo (Lopes et al., 2020), promovendo um melhor manuseio,
conferindo maior prote¢do contra a adsor¢do de umidade, maior estabilidade fisica (Carvalho,
2019) e melhores caracteristicas tecnolégicas em relacdo a droga vegetal (Silva, 2015).
Mesmo com as diversas vantagens, a preparacao dos extratos secos de origem vegetal
permeia uma série de processos que necessitam ser bem conhecidos, estabelecidos e
padronizados, pois geram produtos intermediarios que irdo exercer uma agdo sobre uma
proxima etapa de industrializacdo (Lopes et al., 2020), além disso, requer estudos prévios de
desenvolvimento que englobem o estabelecimento de protocolos de garantia/controle de
qualidade de forma a assegurar a constancia de sua composi¢ao quimica, seguranca e eficacia

terapéutica (Souza et al., 2015).

2.4 Técnicas de secagem

Os extratos secos sao obtidos pela eliminacdo dos solventes das solugdes extrativas a
partir de algumas técnicas de secagem, incluindo a secagem por atomizagdo, spray dryer ou
nebulizacdo (Silva, 2015). O processo de secagem envolve a reducdo do teor de agua ou do
solvente de um produto, de modo a preservar sua qualidade fisiologica e fisico-quimica
(Almeida et al., 2019).

A técnica de secagem por spray dryer possibilita que liquidos sejam transformados em
produtos secos através da pulverizagdo do material na cAmara de secagem, na qual ocorre 0
recebimento do fluxo de ar quente (Nascimento et al., 2022). E uma operacio que ocorre em
trés etapas: atomizacdo, secagem e coleta de p6 (Chaul et al., 2017). A atomizagdo em spray
dryer é a dispersdo de um liquido em goticulas (Bezerra; Devilla; de Paula, 2019) que cria uma
grande area de superficie molhada na forma de milhdes de pequenas gotas (Prista et al., 2003)
gue ao entrar em contato com uma corrente de ar quente permite a transferéncia de calor,
ocorrendo, em seguida, a evaporacdo do solvente e formacéo da particula sélida, ou seja, 0 p6

seco (Ferreira, 2015), o qual é, por fim, acondicionado no coletor do spray dryer, sendo 0
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equipamento basicamente composto pela bomba peristaltica, atomizador, cdmera de secagem,
exaustor, ciclone e coletor do p6 (Engel et al., 2017). Os parametros deste processo envolvem
a temperatura de entrada e saida de ar do sistema, o fluxo de ar, a distribui¢do da temperatura e
umidade, o tempo de permanéncia, temperatura da camara e fluxo de alimentagdo, os quais
determinardo a eficiéncia do processo e € uma técnica que apresenta algumas vantagens quando
comparada com outras técnicas, tais como baixo custo, facilidade de operagdo, alta

reprodutibilidade e possibilidade de aplicacdo em escala industrial (Nunes et al., 2015).

Figura 1: Equipamento de spray dryer.
Fonte: Autoria propria.

2.5 Padronizacdo de extratos

Extratos padronizados correspondem aqueles ajustados a um contetdo definido de um
ou mais constituintes responsaveis pela atividade terapéutica (Farmacopeia brasileira, 2019).

A padronizacdo de extrato é baseada na identificacdo e quantificacdo de marcador
quimico (Casanova; Costa, 2017). Além disso, para que o extrato seja padronizado os estudos
devem iniciar ainda na fase da pesquisa basica com material vegetal (Gondim, 2023).

Na obtencdo de extratos vegetais padronizados é fundamental o uso de tecnologias
analiticas validadas, pois um método analitico deve assegurar que seus resultados sejam
confidveis através da validacdo da metodologia desenvolvida (Leite, 2017), além disso, €
imprescindivel que as analises gerem resultados que possam ser interpretaveis, para que quando
for reprodutivel atenda as especificagdes estabelecidas (Dias, 2019).

Os estudos de validacdo visam confirmar cientificamente as propriedades terapéuticas

atribuidas as espécies vegetais para sua incluséo na cadeia produtiva de fitoterapicos (Gondim,
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2023), bem como fornecem evidéncias objetivas de que 0s metodos sdo adequados para 0 uso
pretendido (Leite, 2017). Vérias sdo as metodologias analiticas empregadas para a realizacao
desse processo, incluindo métodos cromatograficos (Silva, 2018) como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) que é uma técnica baseada na separacdo e purificacdo de componentes
de uma mistura, realizado pela injecdo de uma pequena quantidade de amostra liquida em um
fluxo maével de liquido, a fase mdvel, que passa através de uma coluna cromatogréafica, a fase
estacionaria, sendo no final do processo obtido os cromatogramas (Ali, 2022).

Para validar um método analitico deve-se observar a adequacdo dos resultados dos
seguintes parametros de validacdo: seletividade e especificidade, linearidade, precisao,
exatidao, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez (Farmacopeia brasileira, 2019).

A seletividade/especificidade deve ser demonstrada pela capacidade de identificar ou
quantificar o analito de interesse na presenca de componentes que possam estar presentes na
amostra (Brasil, 2017). Um método que fornece resposta para varios analitos em uma matriz,
mas que pode distinguir a resposta de um componente de outro é um método seletivo, enquanto
0 método que fornece resposta para apenas um analito da matriz é considerado especifico
(Santos; Barros; Oliveira, 2016).

Na linearidade, um método deve ser capaz de gerar respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentragdo do analito em uma amostra (Anvisa, 2017), utilizando-se pelo
menos cinco concentracOes diferentes da substancia quimica de referéncia para as solucgdes
preparadas, no minimo, em triplicata (Brasil, 2017).

A precisdo aponta o grau de concordancia entre uma série de medidas realizadas em
determinadas condicdes, podendo ser denominada como repetibilidade, quando se avalia o
método com condicdes fixas e em curto intervalo de tempo, como precisdo intermediaria,
guando é promovida alguma alteracéo intralaboratorial ou como reprodutibilidade, que atesta a
precisdo em ensaios interlaboratoriais (Giudice, 2016).

A exatiddo € obtida pelo grau de concordancia entre os resultados individuais do método
em estudo em relagéo a um valor aceito como verdadeiro e deve ser verificada com, pelo menos,
nove determinagdes contemplando o intervalo linear do método analitico (Brasil, 2017).

O limite de deteccdo pode ser definido como a menor quantidade de analito que pode
ser detectado em uma amostra, mas nao necessariamente quantificada nas condicoes
estabelecidas para o teste, enquanto limite de quantificacdo pode ser definido como a menor
guantidade de analito na amostra podendo ser quantitativamente determinada com precisao e

exatidao (Krummenauer, 2017).
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A Robustez indica que o método é confiavel porque comprova que o resultado néo altera
mesmo que o0 método sofra pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos (Santos;
Barros; Oliveira, 2016).

Portanto, nas etapas de validacao de espécies vegetais, merecem destaque 0s estudos de
padronizacdo, sendo fundamental o desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas
para padronizar preparacdes intermedidrias ou acabadas mais frequentemente empregadas nas
formulacdes (Gondim, 2023), devendo, o processo de validacdo, ser corretamente elaborado,
atendendo aos mais altos critérios de qualidade, garantindo confiabilidade nos métodos
analiticos e consequente confiabilidade do produto analisado (Dias, 2019).

2.6 Caracteristicas gerais de Dipteryx odorata (cumaru)

De acordo com o sistema de classificagcdo taxondmica, Dipteryx odorata € uma espécie
pertencente a Divisdo Angiospermae, Ordem Fabales, Familia Fabaceae, Subfamilia Faboideae
e Género Dipteryx, com sinonimia botanica de Coumarouna odorata, sendo seu nome genérico
devido as flores apresentarem caracteristicas de duas asas, enquanto o epiteto se refere ao cheiro

forte da cumarina (Dias, 2019).

2.6.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae (ou Leguminosae) € uma das mais representativas nos ecossistemas
florestais brasileiros e nela encontram-se desde ervas a arbustos e trepadeiras, além de arvores
de pequeno a grande porte (Silva; Silva, 2017), sendo a terceira maior familia botanica existente
(Rodrigues et al., 2021) e ¢ tradicionalmente dividida em trés subfamilias, Caesalpinioideae,
Faboideae e Mimosoideae (Simdes; Almeida, 2015).

E uma das maiores familias de angiospermas, com 750 géneros e cerca de 19.500
espécies com distribuicdo nos dominios fitogeograficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa e Pantanal, com grande representatividade de taxons endémicos (Costa et al.,
2018), sendo classificada como a segunda mais importante na producdo de sementes
alimenticias, ricas em proteinas e carboidratos, essenciais na dieta humana e animal (Silva;
Silva, 2017). Cumarinas, acidos fendlicos, flavonoides, alcaloides, terpenoides, esteroides e
taninos sdo constituintes quimicos existentes nesta familia (Oliveira et al., 2020).

No Brasil, ¢ uma familia bem representada, com 2.807 espécies agrupadas em 222
géneros (15 endémicos) abundantes em quase todos 0s biomas e ecossistemas do pais (Amorim

et al., 2016). Entre os géneros mais conhecidos estdo: Acacia, Andira, Bauhinia, Caesalpinia,
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Copaifera, Dalbergia, Dipteryx, Hymenaea, Inga, Mimosa, Phaseolus, Senna, entre outros,
sendo largamente utilizadas como produtos de importancia comercial (Silva; Silva, 2017).

Espécies da familia Fabaceae possuem caracteristicas morfologicas que fazem com que
sejam adaptadas em locais sazonalmente secos, sendo capazes de crescer e fixar nitrogénio com
vantagem sobre espécies de outras familias (Silva et al., 2020), além disso, possuem grande
diversidade de uso, presente na alimentacdo humana e animal, industrias quimicas, na melhoria
das caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo e na recuperacdo de areas degradadas
(Costa et al., 2018).

2.6.2 A espécie Dipteryx odorata

Dentre as plantas medicinais com potencial uso fitoterapico, pode-se destacar a Dipteryx
odorata, uma leguminosa, pertencente a familia Fabaceae, conhecida popularmente como
cumaru, cumaru-verdadeiro, cumaru-roxo (Silva et al., 2021), cumaru-ferro, fava tonka (Sousa
et al., 2022), cumaru-amarelo e cumaru-do-Amazonas, com ocorréncia em paises como
Bolivia, Peru, Colémbia, Venezuela, Guiana e Guiana Francesa (Sousa, 2017), enquanto no
Brasil estdo distribuidas na regido Nordeste (Maranhdo), Centro-oeste (Mato-Grosso) e em
todos os estados da regido Norte (Nascimento et al., 2022), podendo ser encontrada na Floresta
Ombroéfila e de Terra Firme (Santos et al., 2023), sendo seu dominio fitogeografico na
Amazodnia e Mata Atlantica (Andrade, 2015).
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Figura 2: Distribuicdo geogréafica de D. odorata — cumaru.
Fonte: Autoria propria.
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E uma planta arbérea de grande porte que pode atingir até 30 m de altura (Benevides
Junior et al., 2020), com cerne de coloragcdo amarelada ou amarronzada (Andrade, 2015), cujo
tronco tem formato cilindrico de 18 a 24 m de comprimento e tem as particularidades de
fornecer madeira de odor semelhante ao da baunilha (Duarte; Lahr; Curvelo, 2020). Sua
madeira é pesada, densa e tem alta resisténcia a umidade e ataque de pragas, tornando-a
adequada para pisos, construcdo de pontes e decks de navios (Coronado et al., 2020), além
disso, é uma excelente arvore para reflorestamento devido a rapida germinacao, frutificacdo e

por ser propicia para o plantio (Sousa, 2017).
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Figura 3: Arvore de D. odorata — cumaru
Fonte: Autoria propria.

As flores do cumaru sdo hermafroditas (Soares et al., 2017), aromaticas, dispostas em
paniculas, com pétalas de cor rosa a lilds, estandarte esbranquicada e sépalas coridceas (Dias,
2019).

Fonte: Autoria propria.
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As folhas sdo compostas, alternas, de raque alado, com apice projetado além dos foliolos
verificando-se a presencga de gema axilar alongada na base (Sousa, 2017). Seu tamanho é de 15
cm a 20 cm de comprimento, incluindo o peciolo (Silva et al., 2021) e de 4 a 8 cm de largura,

sendo os foliolos em nimero de 7 a 9, curto-peciolulados, coriaceos, de aspecto liso nas duas

faces e brilhantes na face superior (Silva; Silva, 2017).

Figura 5: Folhas de D. odorata — cumaru
Fonte: Autoria propria.

O fruto de D. odorata € indeiscente, espesso, lenhoso, de formato ovéide e servem como
fonte de alimento para morcegos e roedores, que por sua vez, sao considerados agentes
dispersantes desta espécie (Ruiz, 2015). Eles sdo do tipo drupaceo e de mesocarpo fibro-
esponjoso (Silva et al., 2018). Apos sua queda esponténea, os frutos também podem ser
colhidos no chéo, sob a planta mae e para abri-lo é necessario o uso de facdo e martelo batendo

na fenda que une o fruto (Régo et al., 2016).

Figura 6: Frutos de D. odorata — cumaru
Fonte: Autoria propria.

No interior do fruto encontra-se uma Unica semente, com tamanho que pode variar de

50 cm a 65 cm de comprimento (Shimizu et al., 2019) e apresentam caracteristica oleosa e
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aromatica, com odor sugerindo ao da baunilha, sendo recoberta por um tegumento de cor roxo-
escuro, podendo ser extraido um éleo de cor amarelo claro rico em acidos graxos (Silva et al.,
2021). Essas sementes possuem alto valor econémico (Fetzer et al., 2022), devido as varias
propriedades que apresentam, contribuindo para o seu uso na inddstria farmacéutica, na
culinéria, como aromatizantes (Rocha et al., 2024) e em cosméticos (Portela; Pauletto, 2020).
Aléem disso, elas também vém se destacando na confeitaria, como substituto da baunilha, devido
a relacdo custo/beneficio com preco mais acessivel, podendo ser o atrativo pelos consumidores
(Santos, 2019).

Figura 7: Sementes de D. odorata — cumaru
Fonte: Autoria propria.

Vale ressaltar que tanto a floragao quanto a frutificacdo do cumaru ocorrem anualmente
(Sousa, 2017). Estudos realizados por Martinez; Costa; Silva (2021) foi identificado
sazonalidade para a frutificacdo de frutos verdes durante o periodo chuvoso, ou seja, de janeiro
a julho e para frutos maduros, na transi¢do do periodo chuvoso para o seco com dispersdo nos

meses de julho a novembro.

2.6.3 Composicao e atividade farmacoldgica
A principal substancia encontrada em D. odorata é a cumarina (a-benzopirona), sendo
considerada a molécula biomarcadora dessa espécie (Moraes; Silva; Silva, 2022). As cumarinas
sdo amplamente distribuidas nos vegetais, predominantemente em angiospermas, sendo a
maioria delas derivadas biogeneticamente do &cido chiquimico (Simdes, 2007), podendo ser
encontradas em diversas partes, como raizes, flores e frutos, mas também podem ser
biossintetizadas de algumas espécies de fungos e bactérias (Franco et al., 2021). Foram isoladas

pela primeira vez por Vogel em 1820, a partir da espécie em questdo e sua estrutura quimica
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equivale num anel benzénico fundido com uma lactona, consistindo num peso molecular de
146.15 g/mol, ponto de fusdo entre 68 °C a 70 °C e ponto de ebulicdo de 303 °C (Dias, 2015),
de aroma acentuado, agradavel e de baixo custo, sendo por isso bastante utilizada pelas
industrias (Padilha, 2017).

8 1 O

Figura 8: Estrutura quimica da cumarina (1, 2 benzopirona)
Fonte: Elaborado pelo autor.

A cumarina pode estar presente em altas quantidades nas sementes de cumaru, em torno
de 1% a 3%, e em baixas quantidades podem ser encontradas substancias como o acido o-
cumarico, umbeliferona, flavonoides, entre outras (Moraes; Silva; Silva, 2022). Além disso, as
sementes apresentam cerca de 30 % a 40 % de um 6leo amarelo-claro (Souza, 2023), de aroma
agradavel (von Paumgartten et al., 2021) e com elevada quantidade de acidos graxos (Camargo
etal., 2018).

De acordo com Nascimento et al. (2017) foram avaliadas diferentes partes do cumaru,
onde as flores apresentaram em sua composi¢cdo o germacreno D, biciclogermacreno e
espatulenol, ja as sementes apresentaram altos teores de &cidos graxos e o endocarpo,
flavonoides. Enquanto nos estudos de Sousa (2017) observou-se a presenca de cumarina em
extratos etandlicos das sementes de cumaru por cromatografia em camada delgada (CCD). Por
outro lado, testes realizados por Dias (2019) mostrou que os principais acidos graxos presentes
no 6leo fixo extraido das sementes do cumaru foram os acidos oleico monoinsaturado (53%),
seguido do palmitico saturado (13%), linoleico (8%), estearico (7%) e em menor quantidade, o
vacénico, com apenas 2% de constituigao.

Outra cumarina que pode ser encontrada € o dicumarol, o qual tem acdo
hipoprotrombinica, atuando de forma competitiva com a vitamina K, por meio da acéo
antagbnica com a vitamina hepatica que participa na sintese da protrombina (Ribeiro; Pereira,
2022).

Vale ressaltar que o desempenho do cumaru na producao de seus constituintes depende

das condic@es especificas do local do cultivo (Santos et al., 2023).
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Figura 9: Estrutura quimica dos principais constituintes do 6leo de cumaru
Fonte: Elaborado pelo autor.

Por ser rica em cumarina, 0 cumaru apresenta varias atividades farmacoldgicas, as quais
incluem acdes broncodilatadora, anti-inflamatoria, antiespasmddica (Nicaretta et al., 2018),
antioxidante (Kim; Lida, 2022) e antimicrobiana (Dias, 2015), por isso, pode ser usado no
tratamento de reumatismo, tosse, bronquite e em processos asmaticos (Silva et al., 2021), além
de serem utilizados também em produtos cosméticos (Portela; Pauletto, 2020) e como
aromatizantes (Moraes; Silva: Silva, 2022).

Portanto, D. odorata pode ser considerada uma espécie de grande interesse para a
industria farmacéutica, cosmetica e alimenticia, tornando-a interessante para a elaboracéo de
fitoterapicos, bem como para a aplicagdo em produtos cosméticos e como aditivo alimentar
(Fetzer, 2022), sendo de muito interesse econdémico, bem como, de relevancia socioeconémica
ambiental, passando a ser de suma importancia a realizacdo do estudo mais aprofundado desta

espécie (Oliveira et al., 2021).

2.6.4 Toxicidade de Dipteryx odorata
A planta toxica é aquela capaz de produzir substancias que podem causar alteracdes
metabolicas prejudiciais (Campos et al., 2016), por isso, a toxicidade de plantas medicinais é
quesito importante, pois se utilizada de forma errada pode causar danos ao organismo, inclusive
no figado, principal 6rgdo do metabolismo (Pinheiro et al., 2020).
Em 1954, a FDA (Food and Drug Administration) classificou D. odorata como uma
planta toxica e proibiu seu uso na alimentacdo (Azevedo; Barbosa; Mendonga, 2018). Por ser

rica em cumarina, pode apresentar efeitos toxicos, motivo esse que fez com que muitos paises
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europeus proibissem essa substancia ou tornassem fortemente restringidas, quadro este que foi
revertido apenas em 2004 quando a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(EFSA) pré-estabeleceu uma ingestdo diaria toleravel de 0-0,1 mg de cumarina/kg de peso
corporal (Bajer et al., 2018). Recentemente a legislacdo brasileira estabeleceu o limite de 10
mg/kg para a cumarina em bebidas alcodlicas (Maia et al., 2023).

Apesar dos efeitos toxicos que podem ser ocasionados pela presenca de cumarina, ha
poucas evidéncias da toxicidade de D. odorata para seres humanos em quantidades adequadas
(Azevedo; Barbosa; Mendonga, 2018). Tanto é que ha medicamentos fitoterapicos disponiveis
no mercado, elaborados a partir de plantas medicinais, que apresentam cumarina em sua
composicdo, como a Mikania glomerata, conhecida popularmente como guaco, sendo ela a
substancia majoritaria responsavel pela maior ou principal atividade farmacolégica dessa
espécie (Souza et al., 2022).

Pela toxicidade existente do cumaru, alguns estudos ja foram realizados com o objetivo
de avaliar o seu efeito toxico, como o estudo de Melo et al. (2021), onde analisou-se a
toxicidade nos extratos de D. odorata, pelo método Artemia salina Leach, mostrando-se
praticamente toxica, ja na determinacdo da fragilidade osmdtica eritrocitaria apresentou baixo

potencial toxico. Nessa perspectiva, é importante a avaliacdo citotdxica da planta.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Desenvolver e padronizar um produto seco por aspersdo a partir das sementes de

Dipteryx odorata (cumaru).

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar quimicamente e nutricionalmente as sementes de D. odorata;

Verificar a influéncia de fatores extrativos para obtencdo de solucédo extrativa das
sementes de D. odorata;

Caracterizar a solucéo extrativa obtida das sementes de D. odorata,

Obter e caracterizar um produto seco por aspersao a partir das sementes de D. odorata;

Realizar analise qualitativa e quantitativa das solucGes extrativas obtidas das sementes
de D. odorata;

Realizar analise quantitativa do produto seco por aspersao obtido;

Avaliar a viabilidade celular das solucdes extrativas e do produto seco por aspersao
obtido.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencdo e tratamento do material vegetal

As sementes de cumaru foram adquiridas de plantio controlado da Cooperativa GEO
localizada em Vila de Balbina no municipio de Presidente Figueiredo — AM (Latitude: 2°2'4"S/
Longitude: 60°1'33"0), da empresa Mattoso Extratos Naturais LTDA localizada em Itacoatiara
— AM (Latitude: 3°05°18.4”S/Longitude: 58°43°20.8”0) ¢ da empresa D’ Amazonia Origens
localizada em Maués — AM (Latitude: 3°32'44"S/Longitude: 57°41'30"0). As amostras foram
identificadas de acordo com sua procedéncia conforme estabelecido na tabela 1.

Tabela 1: Identificacdo das sementes de cumaru de acordo com sua procedéncia.

Procedéncia (Localidade) Identificacéo
Cooperativa GEO, Vila de Balbina — Presidente Figueiredo — AM PO1
Mattoso Extratos Naturais, Itacoatiara — AM P02
D’Amazonia Origens, Maués — AM PO3 e Torta

As sementes P01 e P02 foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 45 °C
durante 72 horas, enquanto as sementes P03 foram recebidas secas a 60 °C pelo préprio
fornecedor. AplOs secagem, as sementes foram moidas em moinho de facas, sendo
posteriormente armazenadas em recipientes apropriados e devidamente identificados.

Além das sementes, também foram utilizadas as tortas das sementes, as quais foram
obtidas ap6s a prensagem das sementes realizada pelo fornecedor, retirando-se o 6leo do
cumaru. As toras foram obtidas do fornecedor de Maués e, ap0s o recebimento foram moidas

em moinho de facas e armazenadas em recipientes adequados e identificados.

4.2 Caracterizagdo do material - prima vegetal (MPV)

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.1 Determinacdo do teor de umidade (T.U)
O teor de umidade foi determinado em balanca de infravermelho com aproximadamente
0, 5 g MPV distribuindo-as uniformemente dentro do aparato, sendo registrado o valor de

umidade obtido no final do processo (Farmacopeia brasileira, 2019).
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4.2.2 Determinacdo do teor de cinzas (T. C)
Foram pesados aproximadamente 3 g de MPV em cadinhos devidamente calibrados.
Em seguida, a amostra foi incinerada até completa combustdo (desaparecimento da fumaca) e
colocadas na mufla a 550 °C durante 3 horas. Transcorrido esse periodo os cadinhos contendo
a amostra incinerada foram levados ao dessecador por 30 minutos e pesados. ApGs pesagem,
foram novamente colocados na mufla a 550 °C, levados ao dessecador e pesados novamente.

Esse procedimento se repetiu até peso constante (Farmacopeia brasileira, 2019).

4.2.3 Determinacdo do teor extrativo (T. E)

Foram pesados aproximadamente 1, 5 g de MPV, adicionadas em becker contendo 150
mL de &gua destilada e deixado em ebulicdo por 10 minutos. Transcorrido esse periodo, 0
conteddo foi resfriado e reconstituido ao volume inicial, sendo posteriormente filtrado em funil
e papel filtro, desprezando-se os primeiros 20 mL do filtrado. Em seguida, pesou-se 20 g da
solucdo filtrada em pesa-filtros devidamente calibrados e levados ao banho-maria até
evaporacdo do solvente. Os pesa-filtros contendo o residuo resultante foram colocados em
estufaa 105 °C por 2 horas, levados ao dessecador por 30 minutos e pesados. Este procedimento

foi repetido a cada 1 hora até obtencao de peso constante (Bundesvereinigung, 1986).

4.2.4 Determinacgdo da granulometria
Foram pesados aproximadamente 25 g de MPV e submetidas a passagem através de
tamises com diferentes aberturas de malha (1000 pm; 850 pm; 710 um; 600 um; 500 pm; 425
pum; 355 um; 250 um), sendo posteriormente colocadas em agitador de peneiras a 60 vibragdes
por minuto durante 15 minutos. Apds agitacdo, as fracGes retidas nos tamises, bem como no
coletor foram pesadas e os dados analisados através da construcdo de histogramas de

distribuicéo e curva de retencdo e passagem (Farmacopeia brasileira, 2019).

4.3 Determinacdo da composi¢do centesimal

Todas a analises foram realizadas em triplicata.

4.3.1 Determinacao do teor de umidade (T. U)

O teor de umidade foi realizado de acordo com o item 4.2.1.

4.3.2 Determinacao do teor de cinzas (T. C)

O teor de cinzas foi realizado de acordo com o item 4.2.2.
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4.3.3 Determinacdo do teor de proteinas (T. P)

Foram pesados aproximadamente 0, 2 g de MPV e 1 g de mistura catalisadora em papel
vegetal que posteriormente foram transferidos para o tubo de digestdo, onde foi acrescido de 5
mL de &cido sulfurico, adquirindo cor preta. Logo apds, os tubos foram levados ao bloco
digestor e deixados sob aquecimento com temperatura inicial de 50 °C, aumentando
gradativamente a temperatura de 50 °C a cada 15 minutos até atingir 400 °C e a solucao se
tornar azul-esverdeada, aquecendo-se por mais 30 minutos e resfriados. Em seguida, foi
adicionado 10 mL de agua destilada no tubo, o qual foi levado ao destilador e a solugédo
neutralizada com 20 mL de solucgéo de hidréxido de sodio a 50 %. O destilado foi recolhido em
erlenmeyer contendo 10 mL de &cido bdrico e indicador misto. Por fim, foi realizada a titulacéo
com solucdo de acido cloridrico 0, 1 N até que o indicador passasse da cor azul para lilas
(Adaptado de Instituto Adolfo Lutz, 2008).

4.3.4 Determinacéo do teor de lipidios (T. L)

Foram pesados aproximadamente 2 g de MPV, transferidas para cartucho soxhlet,
preenchidos com algod&o e colocados no aparelho extrator acoplado ao baldo de fundo chato
de 250 mL devidamente calibrado contendo éter etilico, deixando-se extrair sob aquecimento
pelo periodo de 6 horas. Logo ap6s os cartuchos foram retirados e evaporado o solvente presente
no baldo. Em seguida, o baldo contendo o residuo extraido foi levado para estufa a 105 °C por
1 hora, sendo posteriormente dessecados por 30 minutos e pesados (Adaptado de Instituto
Adolfo Lutz, 2008).

4.3.5 Determinacdo do teor de fibras (T. F)

Foram pesados aproximadamente 1 g de MPV, transferidas para becker de 400 mL e
adicionado 100 mL de H>SOs4 a 1, 25 %. O becker foi adaptado a placa de aquecimento,
deixando-se o conteldo em ebuli¢do por 30 minutos. Em seguida, realizou-se filtracdo a vacuo
da solucdo realizando a lavagem do residuo com agua fervente por 3 vezes. O residuo foi
transferido para becker contendo 100 mL de solu¢édo de hidroxido de sddio (NaOH) a 1, 25 %,
acoplando-se novamente ao condensador e a placa de aquecimento, deixando-se em ebulicdo
por 30 minutos. Logo apds foi realizada a filtracdo da solu¢do com auxilio de cadinho de Gooch
previamente pesado, lavando-se o residuo com &gua destilada quente por 3 vezes. Os cadinhos
foram levados para estufa a 105 °C por 3 horas, deixados no dessecador por 30 minutos e

pesados. Em seguida, os cadinhos foram transferidos para mufla a 550 °C por 1 hora e pesados
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novamente. Os resultados foram calculados para 100 g de material seco e para 100 g do material
integral (Adaptado de Instituto Adolfo Lutz, 2008).

4.3.6 Determinacdo do teor de carboidratos (T. Carbo)
O teor de carboidrato foi obtido subtraindo-se de 100 os resultados das fracGes de

umidade, cinzas, proteinas, lipidios e fibras (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

4.4 Obtengéo da solugéo extrativa

Para preparacdo da solucdo extrativa de D. odorata foi utilizado um planejamento
fatorial do tipo 23, conforme Tabela 2, onde as variaveis independentes foram o tipo de solvente
(solucéo hidroalcodlica (v/v) 40 % e 80 %), relacdo droga:solvente (m/v) 5 % e 10 % e técnicas
extrativas (maceracao dinamica por 48 horas e decoccdo sob refluxo durante 30 minutos),
enquanto as variaveis dependentes foram o residuo seco, pH e densidade relativa.

Para a torta moida, o extrato liquido foi obtido apenas com variaveis do experimento 7
do planejamento fatorial.

Importante salientar que o mesmo experimento fatorial foi repetido com as 3 amostras

de sementes recebidas.

Tabela 2: Planejamento fatorial 22,

Variaveis
Experimento  (X1) (X2) (X3)
Variaveis Niveis 1 (-1) (-1) (-1)

(+1) Decocgéo

D) D) (+D)
(+1) () (+D)

X1 (Solvente) (-1) 40% etanol 2 (+1) (-1) (-1)
(+1) 80% etanol 3 (-1) (+1) (-1)
X2 (Relagéo droga:solvente)  (-1) 5¢ 4 (+1) (+1) (-1)
(+1) 109 5 (-1) (1) (+1)
X3 (Método extrativo) (-1) Maceragéo 6 (+1) (-1) (+1)
7
8

Transcorrido o tempo de extracdo, foi feita a filtragdo grosseira, seguida da filtracéo a

vacuo das solugdes extrativas obtidas.
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4.5 Caracterizagdo da solugdo extrativa

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

4.5.1 Determinacdo do residuo seco
Foram pesados 20 g de solugdo extrativa em pesa-filtros devidamente calibrados e
levados ao banho-maria até evaporacdo do solvente. Os pesa-filtros contendo os residuos
resultantes foram colocados em estufa de ar circulante a 105 °C por 2 horas, levados ao
dessecador por 30 minutos e pesados. Este procedimento foi repetido a cada 1 hora até obtencao
de peso constante (Farmacopeia brasileira, 2019).

4.5.2 Determinacédo do pH
Foi determinado em equipamento calibrado com solucdo tampéo 4 e 7 imergindo o

eletrodo em 20 mL de solugéo extrativa (Farmacopeia brasileira, 2019).

4.5.3 Determinacdo da densidade relativa
Foi realizada utilizando-se picnémetro de 25 mL, o qual foi pesado primeiramente vazio
(Mo), logo ap6s com agua destilada (M1) e posteriormente contendo a solucéo extrativa (My).
A densidade relativa foi calculada em relacdo a densidade da agua (Farmacopeia brasileira,
2019).

4.5.4 Andlise qualitativa por cromatografia em camada delgada — CCD

Como padrées foram utilizados a cumarina (C) e umbeliferona (U), como fase mével
um sistema eluente de hexano:acetona (7:3 v/v), como fase estaciondria a placa em aluminio e
gel de silica e como revelador utilizou-se o hidréxido de potassio (KOH) a 10 % . Com auxilio
de capilar, os padrdes e as amostras foram aplicados na parte inferior da placa, a qual foi
adicionada na cuba cromatografica contendo o sistema eluente até sua total absorcdo, sendo
posteriormente secas em temperatura ambiente. As placas foram examinadas sob luz
ultravioleta (UV) a 254 nm sem aplicacdo do revelador e a 365 nm com aplicacdo do KOH. A
analise foi realizada através da comparacéo entre as bandas dos padrdes e das amostras, sendo

por fim calculado o fator de retencdo — Rf (Farmacopeia brasileira, 2019).
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455 Quantificacdo de marcador quimico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia— CLAE
As analises foram realizadas usando cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE
com base na metodologia descrita por Gurgel et al. (2024). Assim, foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia — CLAE (Nexera XR, Shimadzu, Kyoto, Japéo)
acoplado a um detector de arranjo de diodos — DAD (SPD — M20A). Como padréo foi utilizado
a cumarina e umbeliferona, a fase estacionaria consistiu na coluna Spherisorb ODS2 (80 A, 5
um, 4, 6 mm x 150 mm, Waters, Milford, CT, EUA) e a fase movel constituida inicialmente de
10 % de acetonitrila com 90 % de agua acidificada com &cido férmico 0, 1 %, em fluxo de 1
mL/min., dos 15 aos 16 minutos, se aumentou a propor¢édo de acetonitrila para 15 %, dos 20
aos 21 minutos para 20 % e dos 29 aos 31 minutos para 40 %, dos 40 aos 45 minutos a proporcao
de acetonitrila retornou de 40 % para 10 %, o que foi mantido até 50 minutos. A temperatura
do forno foi mantida a 40 °C. Todas as amostras, incluindo os padrdes comprados
comercialmente, foram previamente solubilizadas em metanol e depois em solugdo composta
em 15 % de acetonitrila e 85 % de agua acidificada com acido férmico 0, 1 %. Os padrdes
foram solubilizados na concentracdo de 0, 01 mg/mL e os extratos foram solubilizados da
mesma forma, na concentracdo de 0, 01 mg/mL. Os padrdes e os extratos foram entdo filtrados
com filtro de sinal de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 25 mm de didmetro com um
tamanho de poro de 0, 45 pm. O volume de injecdo foi de 10 pL. As quantificagdes foram
realizadas por meio de curva padrdo e definiu-se R minimo de 0, 99. As amostras foram lidas

em duplicata.

4.5.6 Validagdo de metodologia analitica
O meétodo foi parcialmente validado segundo padrfes de linearidade e precisdo. Os
parametros analiticos avaliados foram determinados segundo procedimentos oficiais descritos
na resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria RE - n° 166 de 24 de julho de 2017
(ANVISA, 2017).

4.5.6.1 Linearidade
A faixa de linearidade foi determinada a partir de 3 curvas padrdo composta por cinco
niveis de concentracGes diferentes (25, 50, 75, 100 e 125 pg/mL) da substancia quimica de
referéncia cumarina. As 3 (trés) curvas da solucdo extrativa foram obtidas nas concentragoes
de0, 3;0,5;0,7;0,9e1, 1mg/mL. As curvas foram obtidas em trés dias consecutivos, sendo

que foram realizadas trés injecbes (20 pL cada) para cada concentracdo, a partir de solugdes
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distintas. Para cada curva, foram gerados: uma representacdo grafica em funcdo da
concentracdo do analito; um grafico de dispersdo de residuos, equacao da reta estimada pelo
método dos minimos quadrados, avaliacdo dos coeficientes de correlacao (r) e de determinacéo

(r?) e avaliacdo de significancia do coeficiente angular.

4.5.6.2 Precisdo
A precisdo do método foi obtida através da repetibilidade e da precisdo intermediaria.
A determinacdo da repetibilidade foi executada sob as mesmas condi¢cOes de operacdo
utilizando 9 (nove) determinagdes na concentracdo de 0, 7 mg/mL do extrato. Para a preciséo
intermediaria foram utilizadas 3 (trés) concentracdes, sendo 0, 5 mg/mL (baixa), 0, 7 mg/mL
(média) e 0, 9 mh/mL (alta), em triplicata, porém em dias alternados (3 dias). Para isso foram

calculados os desvios padrdo relativos (DPR) e os coeficientes de variacdo (CV%).

4.6 Avaliacdo da viabilidade celular

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada pelo ensaio de viabilidade celular com
Metiltiazoletrazolium (MTT). As células Vero CCL81 (1 x 10° células/pogo) foram cultivadas
em placas de 96 pocos e tratadas com concentracdes de 3 a 100 ug/mL dos compostos testados.
As placas foram incubadas a 37 °C e 5 % de CO: por 24, 48 e 72 h. Ap6s cada periodo de
incubacéo, adicionou-se 10 puL de solucdo de MTT (5 mg/mL), incubando por mais 4 h. A
reacdo foi interrompida com 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) a 100 %. O crescimento
celular foi avaliado por meio da absorbancia através de espectrofotometria utilizando um filtro
de comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade celular foi calculada pela equagédo: (A570
tratada/A570 controle) x 100. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.7 Obtencgéo do produto seco por aspersdo
A secagem por aspersdo foi realizada em equipamento de spray dryer, considerando
como fatores temperatura de secagem e fluxo de alimentacdo. Na Tabela 3 estdo descritos os

parametros de secagem utilizados nesta etapa.
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Tabela 3: Parametros de secagem.

Parametros Dados
Diametro do bico 0, 7 mm
Vazdo do ar 30 L/min.
Vazao de alimentacédo 3 mL/min.
Temperatura de entrada 90 °C
Temperatura de saida 80 °C

4.7.1 Rendimento operacional
Foi determinado pela pesagem do extrato seco obtido no processo de secagem e

comparado com o residuo seco da solucdo extrativa adicionado ou ndo de adjuvante de

secagem.

4.8 Caracterizagdo do produto seco por aspersédo

As analises foram realizadas em triplicata.

4.8.1 Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas

Foram avaliadas pela observacéo visual da cor, odor e aspecto do produto (Farmacopeia

brasileira, 2019).

4.8.2 Determinacao do teor de umidade
O teor de umidade foi realizado de acordo com o item 4.2.1.

4.8.3 Quantificacdo de marcador quimico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE
Foi determinado de acordo com o item 4.5.5.

4.9 Avaliacdo da viabilidade celular

Foi determinado de acordo com o item 4.5.7.

4.10 Analises estatisticas
Os resultados foram interpretados mediante média, desvio padrdo e coeficiente de

variacdo, bem como através das analises de ANOVA e Teste de Tukey aplicadas a cada
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experimento e com auxilio de Software Microsoft Excel®, Sisvar®, Protimiza Experimental
Design® e Software GraphPad Prism (v.8.0). Foram utilizados os testes de Mann-Whitney ou
ANOVA para avaliar citotoxicidade relativa das substancias testadas. Os dados que obtiveram

valor de p < 0, 05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo e caracterizacdo da matéria-prima vegetal (MPV)

A secagem e a moagem S0 processos importantes na obtencdo e tratamento de um
material vegetal. A secagem permite a estabilizacdo da umidade residual da matéria-prima, uma
vez que a alta quantidade de agua pode levar a contaminacdo da amostra por microorganismos,
enguanto a moagem reduz a amostra a tamanhos menores. A diminuicao de particulas aumenta
a superficie de contato entre o solido e o solvente extrator (Lachman; Lieberman; Kanig, 2001),
favorecendo o processo de extracdo. Para a moagem € necessario que a amostra esteja seca,
pois a secagem facilita a sua fragmentacao (Rodrigues, 2018). A figura 10 ilustra as diferentes
matérias-primas trabalhadas nesta pesquisa. E possivel observar a diferenca visual entre as

matérias-primas estudadas, de acordo como local de origem das mesmas.

Figura 10: Sementes moidas de cumaru: Fig. 10A - PO1; Fig. 10B - P02; Fig. 10C - PO3; Fig.
10D - torta

Fonte: Autoria propria.

A caracterizacdo da MPV é considerada etapa importante nos estudos envolvendo
espécies vegetais, pois garante a qualidade da matéria-prima estudada. Para avaliar as sementes
de D. odorata foi realizada a caracterizagdo das amostras obtidas e os resultados estdo descritos
na Tabela 4.
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Tabela 4: Caracterizacdo das sementes e tortas moidas de D. odorata.

PO1 P02 P03 Torta

X + DP (CV) X + DP (CV) X + DP (CV) X + DP (CV)
T. U (%) 5,61 %0, 26 (4, 54)° 6,50 = 0, 42 (6, 40)° 7,74 £ 0,39 (5, 05)° 11,52 +0, 26 (2, 99)
T. E (%) 22,68 0, 11 (0, 50)¢ 35,97 +0, 23 (0, 63)° 34,19 + 0,27 (0, 78)° 44,05 + 0, 46 (1, 04)?
T.C (%) 2,97 £0, 12 (3, 89)° 3,12 +£0, 04 (1, 20)° 3,18 £ 0,06 (1, 89)° 4,41 +0,10 (2, 34)

*Médias seguidas de mesma letra entre as colunas ndo diferem entre si, segundo o teste de tukey (p<0,05).

Na determinacdo do teor de umidade das amostras moidas, os valores encontraram-se dentro dos padrdes estabelecidos para drogas vegetais
(< 12 %), fator importante para a estabilidade e conservacdo da matéria-prima. A umidade elevada pode favorecer o crescimento microbiano,
degradacdo de principios ativos e decomposicdo do material vegetal (Miki, 2021), tornando a matéria-prima inadequada para uso, por isso, é de
grande importancia que os valores estejam dentro do estabelecido para o tipo de amostra estudada.

O teor de extrativos determina a quantidade de substancias que podem ser extraidas por determinado solvente (Soares; Farias, 2017). Na
determinacédo do teor extrativo, a Torta apresentou maior resultado, enquanto PO1 apresentou menor valor comparado com as demais amostras.
Essa diferenciacdo pode ocorrer devido a variabilidade das substancias ser influenciada por fatores como idade da arvore, parte especifica avaliada,
solo, clima, variacBGes sazonais, satde da arvore, dentre outros (Oliveira, 2023). Nao foram encontrados na literatura valor preconizado de teor
extrativo para as sementes moidas de cumaru, mas apesar disso, 0 solvente extrator utilizado pode ser considerado eficiente, pois foi possivel extrair
quantidades expressivas de substancias nas sementes do presente estudo. Sob tal prospectiva, vale ressaltar a importancia de estudos a serem

realizados, de modo a sugerir, futuramente, um padréo a ser seguido para as sementes desta espécie.
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Os resultados obtidos nas determinacdes dos teores de cinzas do presente estudo
encontraram-se dentro dos padrdes estabelecidos pela farmacopeia brasileira para sementes de
drogas vegetais (<4 %). Resultados desses parametros podem indicar importante aporte mineral
na amostra (Reis, 2016). Estudo feito por Aguiar (2018) relata que o teor de cinzas das sementes
de cumaru secas apresentou valor de 3, 98 %, resultados proximos aos obtidos nas sementes de
cumaru estudada. Sendo assim, os dados analisados neste trabalho corroboram para o presente
estudo.

De acordo com o teste F foi possivel verificar que ha evidéncias de diferencas
significativas entre as varidveis ao nivel de 5 % de significancia entre os tratamentos.

Além dos ensaios acima descritos, foi realizada também a determinacgéo granulométrica
das amostras. A granulometria de pds é expressa pela referéncia a abertura nominal da malha
do tamis utilizado (Farmacopeia, 2019). A distribuicdo granulométrica demonstrou que as
sementes moidas do cumaru estdo predominantemente dispostas no tamis com abertura de

malha 1000 pm para P01, P02 e P03, como apresentado nos histogramas (Figura 11).

Histograma de distribuicdo - PO1
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Histograma de distribuigéo - P02
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Faixa granulométrica (um)

Histograma de distribuicédo - P03
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Figura 11: Histograma de distribui¢do das sementes moidas
Fonte: Elaborado pelo autor.

Em contrapartida, para as tortas, a distribuicdo granulométrica encontra-se em maior
percentual no tamis com abertura de malha 710 um, como mostrado em seus histogramas
(Figura 12).

Contudo, seguindo normas da Farmacopeia brasileira 62 edi¢do, as sementes moidas de
P01, P02 e P03 foram classificadas como pd grosso, enquanto as tortas moidas, como pé

moderadamente grosso.
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Histograma de distribuicédo - Torta
250 21,68
S
< 20,0
’ 14,61
E 150 14,21
(35
o 10,0
2 50
< 00
g Q Q Q \} Q Q Q
8 & L& w@ o Pg\f’ 6?’66 6933 &
RN N &
Faixa granulométrica (um)

Figura 12: Histograma de distribuicéo da torta.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi possivel determinar o tamanho médio de particula apenas das tortas das sementes
de cumaru (Figura 13), pois as demais amostras (P01, P02 e P03) tiveram sua retengdo

predominada no tamis de abertura de 1000 um (acima de 50 %).

Curva de retencdo e passagem - Torta 1

[

Frequéncia (%)
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Diametro de particulas (um)

—eo—Fracdo de retengdo  —e—Fracdo de passagem

Figura 13: Curva de retencdo e passagem da torta.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na curva de retencdo e passagem das tortas moidas, obteve-se o tamanho medio das
particulas de 780 um. De acordo com Soares e Farias (2017) particulas menores apresentam
maior superficie de contanto, favorecendo a acdo do solvente em penetra-las e retirar

substancias de interesse. No entanto, quando a droga fragmentada tem diametro médio de
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particula muito pequeno, a filtracdo e consequentemente o contetdo das substancias ativas pode ser comprometido, enquanto um didmetro médio

de particula muito grande pode dificultar o processo de extracao (Miki, 2021).

5.2 Determinacédo da composicéo centesimal

A composicdo centesimal € importante para que os consumidores conhecam o teor nutricional e caldrico presente nos alimentos que
consomem. Aguiar (2018) afirma que o conhecimento da composicdo dos alimentos é de fundamental importancia para se alcangar a seguranca
alimentar e nutricional. Como as sementes de cumaru podem ser adicionadas como aromatizantes em produtos alimenticios, foi entdo determinada

a composicdo centesimal das amostras moidas (Tabela 5).

Tabela 5: Resultados da composicéo centesimal das amostras moidas.

P01 P02 P03 Torta 1
X + DP (CV) X + DP (CV) X + DP (CV) X + DP (CV)

T.U (%) 5,61+ 0, 26 (4, 54)° 6,50 + 0, 42 (6, 40)° 7,74 +0, 39 (5, 05)° 11,52 + 0, 26 (2, 99)?
T.C (%) 2,97 £0, 12 (3, 89)° 3,12 +£0, 04 (1, 20)° 3,18 £ 0, 06 (1, 89)° 4,41+0,10 (2, 34)
T.P (%) 18,43 +0, 37 (2, 0)° 19, 99 + 3, 20 (16, 0)° 25,67 + 1, 4 (5, 45)? 20,13 £ 0, 40 (1, 99)°
T.L (%) 18, 38 + 6, 58 (35, 78)° 29, 37 + 21, 86 (74, 42)? 32,28+ 1,01 (3, 14) 11,51 +0, 12 (1, 05)?
T. F (%) 13,76 + 1, 74 (12, 65)? 14,28 + 1, 44 (10, 09)? 15, 65 + 2, 33 (14, 91)? 4,65 +0,52 (11, 14)°
T.Carbo (%) 43,255, 66 (13, 09)® 30, 14 + 20, 88 (69, 26)® 18,35+0,5 (2, 71)° 52,29 + 0, 96 (1, 83)?
Energia (Kcal) 412,16 + 38,64 (9,38)® 464, 81 + 103, 60 (22, 29) 466, 58 + 16, 45 (3, 53) 392, 23+ 2, 78 (0, 71)?

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, segundo o teste de tukey (p<0,05).
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As determinacdes de umidade e cinzas j& foram discutidas anteriormente. Nesse interim,
serdo abordados 0s demais parametros.

Ao realizar determinagdes de proteinas, lipidios e fibras utilizando sementes de D.
odorata, Alonzo (2015) obteve valores de 1, 51 %, 19 % e 16, 75 % respectivamente. No
presente estudo, os resultados do teor de proteinas foram superiores ao encontrado por Alonzo
(2015), enquanto na determinacdo de fibras, os resultados ficaram préximos ao encontrado pelo
autor para as sementes moidas e inferiores para as tortas moidas. Ja na analise de lipidios as
sementes de P01 obteve valor proximo ao encontrado pelo autor, enquanto P02 e P03
apresentaram resultados superiores ao observado em seu estudo e a torta percentual inferior,
fato esperado considerando que a torta é o resultado da prensagem para retirada do 6leo.

Quanto aos valores de carboidratos e teor enérgico, Aguiar (2018) na sua Tabela de
Composicdo de Alimentos relata que as sementes de cumaru apresentam 36, 67 % de
carboidrato, proximos ao encontrado nas sementes de P02 do presente estudo, mostrando-se
compativel com a referéncia utilizada. Em contrapartida, P03 apresentou resultado inferior e
P01, bem como a torta foram superiores ao resultado relatado pelo autor. Ja o valor enérgico
das sementes de cumaru do autor foi de 535, 78 kcal, superior aos resultados obtidos com as
amostras do presente estudo. As varia¢des na composicdo centesimal podem ocorrer devido a
diversos fatores, como variedade, métodos de preparacao, condi¢des climaticas e qualidade do
solo (Bayer, 2019; Silva et al., 2018).

De acordo com o teste F ha diferenca significativa para proteinas, fibras e carboidratos,
no entanto, para as determinacdes de lipidios e teor energético ndo se encontraram evidéncias
de diferencas significativas entre as varidveis ao nivel de 5 % de significancia entre os

tratamentos.

5.3 Obtencdo e caracterizacao da solucdo extrativa

A extracdo de ativos vegetais pode ser feita por diferentes processos, desde que
escolhidos conforme caracteristicas da matéria-prima e em funcdo dos objetivos da extracdo
(Rodrigues, 2018).
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Tabela 6: Resultados do pH das solugdes extrativas obtidas das sementes moidas.

DETERMINACOES

pH
Variaveis X £ DP (CV)
Ensaio (X1) (X2) (Xs) P01 P02 P03
1 -1 (1) (1) 6,01+0,03(0,44) 6,96+0,04(0,63) 6,80+0,05(0,75)
2 +1) (1) (1) 6,06+0,03(0,42) 7,16+0,03(0,35) 7,20+0,05(0, 64)
3 (-1) (+1) (1) 5,89+0,01(0,20) 7,01+0,02(0,30) 6,35+0,08(1,28)
4 (+1) (+1) (1) 6,11+0,02(0,33) 6,68+0,05(0,74) 6,84+0,01(0,17)
5 (-1) (1) (+1) 6,08+0,04(0,59) 6,66+0,06(0,83) 6,83+0,02(0,22)
6 (+1) (1) (+1) 6,05+0,04(0,66) 6,82+0,05(0,72) 6,84+0,05(0,69)
7 (-1) (+1) (+1) 5,78+0,01(0,17) 6,63+0,02(0,31) 6,42+0,02 (0, 36)
8 (+1) (+1) (+1) 6,04+0,04(0,67) 6,76+0,02(0,26) 6,64+0,02(0,23)

Todas apresentaram-se como levemente &cidas (pH em torno de 5 a 7). O pH de uma
solucdo é fator importante, pois pode determinar a estabilidade e indicar possiveis alteracdes

quimicas (Picancgo, 2021).
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Tabela 7: Resultados da densidade relativa das solugfes extrativas obtidas.

DETERMINACOES
Densidade Relativa (%)

Variaveis

X + DP (CV)

Ensaio (X1) (X2) (Xa)

PO1

P02

P03

1) (D (D
(+1) () D
() (1) (D
(+1) (+1) (D)
() D (D)
(+1) () (1)
(1) (+1) (+1)
(+1) (+1) (*+1)

0o N o oA WD

0, 8502 + 0, 00 (0, 44)
0, 4318 + 0, 00 (0, 10)
0, 8457 0, 01 (0, 81)
0, 5051 * 0, 00 (0, 47)
0, 7947 £ 0, 00 (0, 52)
0, 4498 + 0, 00 (0, 49)
0,7928 £ 0, 02 (2, 36)
0, 5046 % 0, 01 (1, 77)

0,8271 £ 0, 00 (0, 23)
0, 4540 + 0, 00 (0, 25)
0, 8598 + 0, 00 (0, 35)
0,5036 0, 01 (2, 12)
0, 8054 + 0, 01 (0, 85)
0, 4404 + 0, 00 (0, 68)
0, 8375 % 0, 01 (0, 69)
0, 5217 0, 00 (0, 20)

0, 7996 % 0, 00 (0, 19)
0, 4673 0, 02 (3, 51)
0, 8690 % 0, 00 (0, 28)
0, 5153 % 0, 00 (0, 36)
0, 7627 £ 0, 00 (0, 19)
0, 4442 £ 0, 00 (0, 32)
0, 8401 + 0, 00 (0, 05)
0, 5240 % 0, 00 (0, 95)

Os valores de densidade relativa encontraram-se abaixo do limite preconizado para sementes de drogas vegetais que é de 0, 8990 a 1, 020

g/mL segundo a Farmacopeia Brasileira (2019). Densidade relativa baixa ocorre devido o etanol ser um dos solventes de extracdo (Barros et al.,

2023). Por isso, foi observado no presente estudo que quanto maior a concentragao utilizada de etanol menores os resultados da densidade relativa.
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DETERMINACOES

Residuo seco (g%o)

Variaveis X £ DP (CV)
Experimento (X1) (X2) (Xs) P01 P02 P03
1 1) (1) (1) 0, 8840+ 0, 01 (0, 61) 1,0707 £ 0, 01 (0, 89) 1,1187 £ 0, 01 (0, 89)
2 +1) (1) (1) 0,9252 + 0, 09 (0, 14) 1, 0285 +0, 02 (2, 03) 0, 9503 + 0, 01 (2, 03)
3 -1) (+1) (-1 1, 7051 = 0, 00 (0, 08) 1, 4048 = 0, 00 (0, 25) 1,6744 £ 0, 00 (0, 25)
4 (+1) (+1) (1) 2,1824 +0, 00 (0, 16) 1,7845 %0, 04 (2, 55) 1,5421 + 0, 00 (2, 55)
5 -1) (1) (+1) 0,9375+0, 02 (2, 09) 1,1511 + 0, 04 (3, 16) 0, 9860 + 0, 00 (3, 16)
6 +1) (1) (+1) 1, 2158 + 0, 00 (0O, 33) 1, 0507 £ 0, 01 (0, 44) 1,0307 £ 0, 01 (0, 44)
7 (-1) (+1) (+1) 1,6372+0, 01 (0, 43) 1,7845 % 0, 01 (0, 47) 1, 6651 £ 0, 00 (1, 20)
8 (+1) (+1) (+1) 2,1891+0, 01 (0, 44) 1,7076 £ 0, 02 (1, 20) 1, 6625 £ 0, 00 (0, 47)

Na determinacdo do residuo seco, os resultados foram entre 0, 8840 g% a 2, 1891 g%, sendo entdo possivel selecionar a solugdo extrativa

para 0 processo de secagem. Através dele pode-se avaliar a quantidade de solidos solUveis presentes na solucdo extrativa e, assim, obter o

rendimento tedrico do processo de secagem do extrato liquido (Pican¢o, 2021), além disso, € um parametro que pode ser empregado como medida

para avaliacdo da eficiéncia de extracao do solvente (Barros et al., 2023). O extrato liquido das sementes de cumaru, obtido por decocgédo, com 10

g de droga vegetal e de solvente hidroalcodlico a 40 % do estudo de Ramos et al. (2024) apresentou residuo seco de 1, 4998 g%, corroborando com

os estabelecidos do presente estudo.



54

Verificou-se ainda que as caracteristicas macroscopicas das solucdes extrativas obtidas
apresentaram distincdo de acordo com a concentracdo de etanol utilizado, exceto quanto ao seu

odor, como é observado na Tabela 9.

Tabela 9: Caracteristicas macroscopicas das solugdes extrativas obtidas das sementes.

Variaveis Caracteristicas macroscopicas
Experimento (X1) (X2) (Xs) Cor Odor Aspecto
1 -) (1) (-1 Castanho Alcoolico Turvo
2 (+1) (1) (-1 Amarelo Alcodlico Limpido
3 (-1) (+1) (-1 Castanho Alcoolico Turvo
4 (+1) (+1) (-1 Amarelo Alcodlico Limpido
5 (-1) (1) (+1) Castanho Alcoolico Turvo
6 (+1) (1) (+1) Amarelo Alcodlico Limpido
7 (-1) (+1) (+1) Castanho Alcoolico Turvo
8 (+1) (+1) (+1) Amarelo Alcodlico Limpido

Obteve-se ainda o coeficiente de regressdo das amostras (Tabela 10), onde verifica-se
que em P01 e P03 apenas X: (relagdo droga:solvente) foi estatisticamente significativo ao nivel
de 5% de significancia, indicando que ha influéncia quanto a MPV. Enquanto em P02 néo
houve significancia em nenhuma das varidveis, o que pode ser observado também nos

diagramas de pareto (Figura 14).

Tabela 10: Coeficiente de regressdo utilizando residuo seco como resposta.

Fator Coeficiente Erro Padréo Tcalculado p-valor

PO1 P02 P03 POl P02 P03 PO1 P02 PO3 PO1 PO2 PO3
Media 1,46 1,35 1,33 0,02 0,03 0,01 71,85 51,76 127,46 0,009 0,012 0,005
x¢ 017 0,04 -0,03 0,02 0,03 0,01 830 1,68 -3,10 0,076 0,342 0,199
x2 047 027 0,31 0,02 0,03 0,01 23,08 10,51 29,48 0,028 0,06 0,022
x3 004 003 001 002 003 001 1,74 103 0,71 0,332 0,49 0,609
xi.X2 0,09 0,08 0,00 002 0,03 001 437 305 -013 0,143 0,202 0,915
x1.xs 0,04 -0,04 0,04 0,02 0,03 0,01 192 -156 4,11 0,306 0,363 0,152
X2.X3 -0,05 0,00 0,02 0,02 0,03 0,01 -2,49 0,05 19 0,243 0,969 0,300
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Figura 14: Diagrama de Pareto: Fig. 14A - P01; Fig. 14B - P02; Fig. 14C - P03.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi possivel obter também os valores experimentais e preditos (Figura 15), observando-

se boa concordancia entre variavel e resposta estimada.
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Figura 15: Valores experimentais versus preditos utilizando R.S como resposta: Fig. 15A - P01,
Fig. 15B - P02; Fig. 15C - P03.
Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com o teste F, 0 modelo néo é estatisticamente significativo (p-valor>a), mas

explica a variabilidade dos dados de resposta ao redor de sua média (R? proximos de 100%).

Em um ensaio preliminar de secagem, foi observado que a solucéo extrativa obtida pelo
experimento 7 (40 % de etanol, 10 g de droga vegetal e decoccao) foi a que apresentou melhor
rendimento de secagem, por isso, a partir dele foi obtida e caracterizada solugdes extrativas das
tortas moidas (Tabela 11), as quais tiveram pH e densidade relativa proximos dos extratos

liquidos obtidos das sementes moidas, mas maior resultado de residuo seco.

Tabela 11: Caracterizacao da solucao extrativa obtida da torta moida.

pH Densidade relativa (%) Residuo seco (%)
X+DP £ CV X+DP £ CV X+ DP £ CV
Torta 6,19+0,05+0,81 0,8724+0,00+£0, 16 2,0303+£0,01+0,31
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Além disso, apresentaram caracteristicas macroscépicas semelhantes a das sementes

moidas nas mesmas condi¢des (Tabela 12).

Tabela 12: Caracteristicas macroscépicas das solugdes extrativas obtidas da torta.

Caracteristicas macroscopicas

Cor Odor Aspecto

Torta Castanho Alcodlico Turvo

A maior intensidade de coloracédo nos extratos liquidos ocorre devido a maior presenca

de substancias das classes dos flavonoides, taninos e terpenos (Sousa et al., 2023).

5.3.1 Analise qualitativa por cromatografia em camada delgada — CCD

No sistema de eluicdo testado (hexano:acetona (7:3 v/v)), a presenca de cumarina foi
constatada em todas as solucgdes extrativas, devido a presenca da coloracéo esverdeada na placa
(Figura 16) e fator de reteng@o proximos ao do padréo (Tabela 13). Em compensac¢éo, ndo houve
presenca de umbeliferona em nenhuma amostra testada.

Na CCD realizada por Sousa et al. (2022) foi verificada a presenca de cumarina nos
extratos das sementes de D. odorata e nas sementes, endocarpos e cascas de Dipteryx punctata
a 365 nm, com fator de retencdo de 0, 5 a 0, 6 quando comparado com o padrdo. Portanto, 0s

resultados encontrados corroboram com o presente estudo.

Na Tabela 13 estdo os resultados do fator de retencdo para cumarina das solucdes

extrativas de cada amostra obtida.

Tabela 13: Fator de retencéo das solugdes extrativas obtidas.

Fator de retencéo (Rf)

PO1 P02 P03 Torta

Cumarina (padrao) 0, 66 0, 45 0, 54 0,5
Solugdes extrativas 0, 68 0, 50 0, 59 0, 52
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Figura 16: Perfil cromatografico a 365 nm das solugdes extrativas obtidas. Fig. 16 A — CCD de
PO1. Fig. 16B — CCD de P02. Fig. 16C — CCD de P03. Fig. 16D — CCD da torta. C — cumarina;
U — umbeliferona; 1 — SE 10 g de DV em 40 % de solvente hidroalcodlico por maceragéo; 2 —
SE 10 g de DV em 80 % de solvente hidroalcoolico por maceracdo; 3 — SE 10 g de DV em 40
% de solvente hidroalcodlico por decocgdo; 4 — SE 10 g de DV em 80 % de solvente
hidroalcodlico por decocgéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.2 Quantificacdo de marcador quimico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE

Na quantificacdo de marcador quimico em CLAE foi identificada a presenca de

cumarina em todas as solucdes extrativas testadas e umbeliferona apenas naquela obtida de

sementes de P01 com 10% de DV e 40% de etanol, por decoccéo.
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Tabela 14: Resultados de analises do teor de cumarina e umbeliferona pelo método de CLAE

nas solucdes extrativas de cumaru com 10% de DV.

Solugdes extrativas Cumarina (ug/mL) Umbeliferona (ug/mL)
P011040M 27,93 -
P011080M 33,99 -
P011040D 54, 45 0, 04
P011080D 57,80 -
P021040M 41, 31 -
P021080M 112, 20 -
P021040D 86, 18 -
P021080D 95, 00 -
P031040M 89, 92 -
P031080M 112,21 -
P031040D 56, 13 -
P031080D 80, 54 -

T1040D 39, 38 -
T1080D 47, 63 -

A figura 18 mostra que tanto nas soluc@es extrativas das sementes quanto da torta ha a
presenca de cumarina no tempo de retencdo em 29, 5 minutos, tempo préximo ao do padrao
(Figura 17).

25 png/mL
50 ng/mL
100000 75 ug/mL
100 ng/mL
125 ng/mL

50000

Intensidade (mA.U.)

27 28 29 30 31 32
Tempo de retengdo (min)

Figura 17: Tempo de retencéo padréo.
Fonte: Elaborado pelo autor.



60

— 25 pg/mL
125 pg/mL
100000 + LDO20E21
Torta 10/40
=
<
E
Q
O
3 50000 -
[72]
[ o
()
=
J-\,
0 - T T T T T T I\ T T —— I_
27 28 29 30 31 32

Tempo de retencdo (min)

Figura 18: Tempo de retengdo das sementes e da torta.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.3 Validacdo de metodologia
A curva padrdo de calibragcdo nas concentragdes testadas foi linear tanto para o padréo
de cumarina como para as solugdes extrativas, pois apresentou R? acima de 0, 99.
A figura 19 mostra a curva de calibracdo da substancia de referéncia cumarina que
apresentou equacéo da reta de y = 19577x — 89836 e Rz = 0, 9994
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Figura 19: Curva padréo de cumarina.
Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar na figura 20 que as curvas analiticas elaboradas das solucdes
extrativas obtidas da semente e da torta de cumaru, as quais demostraram linearidade na faixa
avaliada com coeficiente de correlacdo de 0, 9884 e equacdo da reta de 76, 761x — 1, 068 para
a SE da semente (Figura 20A) e para a SE obtida da torta, coeficiente de correlacéo de 0, 9826
e equacdo da reta de 97, 487x — 4, 0487 (Figura 20B).
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Figura 20: Curva analitica do SE de cumaru. Fig. 20A - SE obtido da semente; Fig. 20B - SE

obtido da torta.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores dos coeficientes de variacdo indicam precisdo aceitavel para a validacdo de

um método analitico, como pode-se observar na tabela 15, uma vez que apresentaram bons

resultados de coeficiente de variagao.

Tabela 15: Valores das concentracfes médias, DP e CV na avaliacdo da repetibilidade e

precisdo intermediaria para determinacao de cumarina.

Repetibilidade

Concentracao

Semente
X +5(CV%)

Torta
X +5s(CV%)

0, 07 (mg/mL)

49,22 %0, 07 (0, 14)

57,86 £ 0, 05 (0, 08)

Precisdo

Concentracao

Semente
X +5 (CV%)

Torta
X £5(CV%)

0, 05 (mg/mL)

38, 65 + 0, 04 (0, 09)

43,55+ 0, 27 (0, 62)

0, 07 (mg/mL)

48,26 % 0, 07 (0, 14)

57,89 %0, 76 (0, 13)

0, 09 (mg/mL)

65,93 £ 0, 03 (0, 04)

83,910, 61 (0, 07)
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5.3.4 Avaliacédo da viabilidade celular

A solucdo extrativa obtida de P02 com 10 % de droga vegetal e 40 % de solvente
hidroalcoolico (residuo seco 1, 59 g%) reduziu significativamente a viabilidade celular na
concentracdo de 100 pg/mL (p<0, 05) apds 48 e 72 h de tratamento quando comparado ao
controle (células ndo tratadas), sendo a diminuicdo da viabilidade celular de 18 % ap6s 48 h e
15 % apos 72 h. Enquanto a solucéo extrativa obtida de P02 com 10 % de droga vegetal e 80
% de solvente hidroalcodlico (residuo seco 1, 70 g%) reduziu significativamente a viabilidade
celular na concentracdo de 100 ug/mL (p<0, 05) somente ap6s 72 h de tratamento comparado
ao controle, sendo sua reducéo de 15 % em 72 h. Ja as solugdes extrativas obtidas da torta moida
com 10 % de droga vegetal e 40 % de solvente hidroalcodlico (residuo seco 2, 03 g%) reduziu
significativamente a viabilidade celular na concentragéo de 100 pg/mL (p<0, 05 e p<0, 01) nos
trés tempos de tratamento comparado com controle, sendo a diminui¢do da viabilidade celular
progressiva ao longo do tempo, atingindo 21 % em 24 h, 37 % em 48 h e 53 % em 72 h. Os
resultados estdo descritos na figura 21.

Esses resultados comprovam a citotoxidade das solucdes extrativas, demonstrando que
as sementes devem ser utilizadas com cautela. Fato que nao é observado na sabedoria popular
e na gastronomia, onde pode ser verificado que as sementes sdo utilizadas livremente na
obtengdo de bolos, chocolates, sorvetes e até diretamente na alimentacdo. Sendo, inclusive

descrita como um ingrediente “fino” na alta culindria.
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Figura 21: Efeito citotoxico de compostos em células Vero CCL81. Viabilidade celular de
células ndo cancerigenas Vero CCL81 ap0s tratamento com compostos nas concentracdes de
3-100 pg/mL nos tempos de 24, 48 e 72 h. 0 representa o controle de células sem tratamento.
A significancia estatistica foi representada por asteriscos: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****<(,0001.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Obtencdo e caracteriza¢ao do produto seco por aspersao

Os maiores resultados de residuo seco das solucBes extrativas das sementes de P01
foram as obtidas dos experimentos 3, 4, 7 e 8, sendo inicialmente selecionados para a obtengéo
do extrato seco por aspersdo em spray dryer, como observa-se na Figura 22, exceto das

sementes moidas de P03 por falta de material.
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Figura 22: ESA obtido das sementes de cumaru. Fig. 22A - 3-P01; Fig. 22B - 4-P01; Fig. 22C
- 7-P01; Fig. 22D - 8-P01; Fig. 22E - 3-P02; Fig. 22F - 4-P02; Fig. 22G - 7-P02; Fig.22H - 8-
PO2.

Fonte: Autoria propria.

Todos os extratos secos obtidos das sementes de POl (Figura 22A a 22D) néo
apresentaram macroscopicamente as caracteristicas adequadas para um extrato seco, pois, além
de ficar muito aderido na superficie do frasco coletor, interferindo no manuseio, caramelizou
durante o processo de secagem. Ja 0s extratos obtidos a partir de P02 (Figura 22E a 22H)
apresentaram-se como pé fino com aglomerados (com exce¢do do 4 (Figura 22F) que
apresentou aspecto Umido, higroscopico, de coloracdo amarelada e odor adocicado,
caracteristico das sementes de cumaru, apresentando caracteristicas tecnoldgicas melhores que
0 extrato obtido com a amostra anterior, mostrando-se mais adequada para a obtencdo de um
produto seco. Como pode ser observado ainda na Figura 22E, o extrato seco obtido apresentou
um aglomerado caramelizado, mas apesar disso, apresentou caracteristicas melhores que o
extrato obtido com P01 nos mesmo parametros. Contudo, 0s extratos secos desenvolvidos a
partir de solucdes extrativas obtidas das sementes moidas de P02, pelos experimentos 7 e 8 do
planejamento fatorial, foram os que apresentaram melhores caracteristicas macroscopicas, por

1SS0, a partir deles foi calculado o rendimento de secagem (Tabela 16).
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Tabela 16: Rendimento de secagem dos extratos secos obtidos das sementes moidas de P02.

Experimento Rendimento (%)
7 32,20
8 24,72

Nas mesmas condicdes, foram obtidos extratos secos das tortas (Figura 23), os quais
apresentaram boas caracteristicas macroscépicas, sendo um po fino, pouco higroscopico, de cor
amarelo claro e odor adocicado, caracteristico das sementes de cumaru. O fato dos extrato
obtidos a partir da solucdo extrativa da torta ter tido caracteristicas tecnoldgicas melhores pode
ser justificada pelo fato da torta ser o resultado da extracdo do 6leo, o que viabiliza a secagem

por asperséo.

Figura 23: Extrato seco por aspersdo obtido da torta de cumaru. Fig. 23A — ESA 10-40; Fig.
23B — ESA 10-80.

Fonte: Autoria propria.

Além disso, apresentaram rendimentos de secagem maiores que aqueles obtidos com as

sementes moidas (Tabela 17) e o teor de umidade dentro dos limites tolerados.

Tabela 17: Rendimentos de secagem e teor de umidade dos extratos secos obtidos da torta de

cumaru.
Experimento Rendimento (%) Umidade (%)

7 57,94 6,95

8 45,51 3,03

Portanto, os parametros do experimento 7 do planejamento fatorial é o mais indicado

para a obtengdo de extratos secos das sementes de cumaru, sendo o ideal aquele obtido das
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tortas moidas, pois apresentou rendimento satisfatorio de 57,94 % na operacao de secagem sem
a utilizacdo de adjuvantes. Segundo Vidovic et al. (2014) apud Miki (2021) a recuperacao de
50 % ou mais no processo de secagem por spray dryer é considerado eficiente em escala
laboratorial.

Quanto ao teor de umidade, o ESA de maior rendimento apresentou 6, 95 % e de acordo
com a Farmacopeia Brasileira (2019), o extrato seco deve possuir perda por dessecacdo nao
superior a 5 % (p/p), enquanto Prista (2003) apud Miki (2021) diz que um p6 deve apresentar
valores menores que 8 %, o que evita a proliferacdo de fungos e bactérias, bem como reacdes
de hidrélise e atividade enzimatica. A umidade residual nas particulas de p6 € consequéncia nas
limitacGes do processo de secagem por aspersdo, que normalmente ndo remove toda a agua
(Dantas et al., 2018 apud Picanco, 2021).

5.4.1 Determinacdo de marcador quimico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia— CLAE

Ao determinar marcador quimico em CLAE foi identificada a presenca de cumarina no

extrato seco por aspersdo obtido da torta de cumaru, no tempo de retencdo de 29,5 minutos,

como observa-se na figura 24.
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Figura 24: Cromatograma do extrato seco por aspersao.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5 Avaliacgéo da viabilidade celular

O extrato seco obtido da torta moida com 10 % de droga vegetal, 40 % de solvente
hidroalcoolico e por decocgdo ndo demonstrou efeito citotdxico em nenhuma das concentracdes
testadas ou periodos de tratamento avaliados, indicando um perfil de seguranca celular nas
condicBes experimentais empregadas (Figura 25). Esse fato pode esta associado ao baixo teor
de 6leo presente na torta, sugerindo que a toxicidade pode esta associada a algum componente

presente no Gleo presente nas sementes de cumaru.
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Figura 25: Efeito citotoxico de compostos em celulas Vero CCL81. Viabilidade celular de
células ndo cancerigenas Vero CCL81 apo6s tratamento com compostos nas concentragdes de
3-100 pg/mL nos tempos de 24, 48 e 72 h. O representa o controle de células sem tratamento.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6. CONCLUSAO

Ao avaliar a caracterizacdo da matéria-prima vegetal e das solucdes extrativas obtidas
no presente estudo pdde-se evidenciar que apresentaram condi¢Oes adequadas para serem
utilizadas e que estdo dentro dos parametros preconizados pela Farmacopeia brasileira 62
edicdo, além disso, os solventes utilizados foram eficazes para extracdo de substancias presentes
nas sementes de cumaru.

Com a determinacdo da composicdo centesimal foi possivel verificar que as sementes
de cumaru apresentaram resultados satisfatorios de teor nutricional e calérico.

Os fatores extrativos influenciam na obtengdo da solugédo extrativa de cumaru, uma vez
que diferem quanto a sua coloracao e aspecto conforme concentracéo de etanol utilizado, sendo
gue guanto maior a concentracdo mais clara e mais limpida é a solucdo extrativa obtida das
sementes de cumaru.

A andlise qualitativa por CCD mostrou auséncia de umbeliferona e presenca de
cumarina em todas as solucdes extrativas testadas e fator de retencdo de 0, 50 a 0, 68 quando
comparado com o padrdo. A presenca de cumarina foi comprovada apos analise quantitativa de
marcador quimico em CLAE.

A partir do experimento 7 do planejamento fatorial foi possivel a obtencéo de solugdes
extrativas mais satisfatorias para a obtencdo de um produto seco por aspersdo, apresentando
elevado teor de residuo seco.

Com as tortas obtidas das sementes de D. odorata pdde-se obter extratos secos com
melhor rendimento de secagem (57, 94 %) quando comparados com solugdes extrativas obtidas
das sementes moidas (32, 20 %), utilizando os mesmos parametros de secagem.

No extrato seco obtido, a presenca de cumarina foi comprovada ap6s analise quantitativa
em CLAE.

Perante estudo de citotoxicidade foi possivel verificar que nas solugdes extrativas
reduziu significativamente a viabilidade celular na maior concentragao testada no periodo de
72 h, enquanto o extrato seco obtido da torta ndo apresentou efeito citotdxico nas concentragoes
testadas, ou seja, as células continuaram viaveis, indicando um perfil de seguranca celular nas
condigdes experimentais empregadas para o extrato seco obtido da torta, fato que ndo acontece

com o0s extratos secos das sementes.
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Mais estudos devem ser realizados com o extrato seco obtido, incluindo a adicdo de
adjuvantes de secagem, a fim de melhor avaliar os processos de secagem e melhorar o0 extrato

seco desenvolvido.
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