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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o perfil quimico dos extratos obtidos a partir das
sementes de Morinda citrifolia L. (noni), utilizando o método bioguiado de
inibicho da enzima acetilcolinesterase, além disso, buscou-se encontrar
aplicacbes para essas sementes. Para isso, foram observados diversos
parametros, como: conteudo de acidos graxos e estabilidade térmica do 6leo
das sementes de noni, tendo os Oleos de caju A, caju SP3 e dendé&, como
comparativos; investigacdo do potencial antioxidante dos extratos hexanico e
etandlico dessas sementes; observar a capacidade larvicida dos extratos;
estudar a capacidade dessas sementes de remover cromo (VI) em agua e
realizar uma caracterizagcdo quimica das sementes de noni ndo fermentada e
fermentada. Devido ao pouco estudo das sementes de noni e por ser
considerado um rejeito industrial, foi possivel escolher esse material como
objeto de estudo desse trabalho. O estudo cromatografico do extrato hexanico
desse material culminou no isolamento da mistura de [-sitosterol e
estigmasterol, além do triterpeno acido ursélico. Do extrato etandlico foi isolado
a neolignana americanina A. O processo de identificacdo dessas substancias
ocorreu através da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), cujas
identidades quimicas foram confirmadas pela comparacdo com os dados da
literatura. O estudo do dleo fixo das sementes de noni resultou na identificagéo
de cinco acidos graxos, sendo majoritario o acido octadeca-9,12-diendico
(76,8%). Os Oleos de caju A, caju SP3 e dendé apresentaram o acido graxo
octadeca-9-endico como o0 majoritario (73,7; 65,3 e 43,1%, respectivamente). O
estudo da estabilidade térmica mostrou que o éleo de dendé apresenta-se com
o menor valor de peroxido e que, juntamente com o 6leo do caju SP3, estédo
nos padrées permitidos para 0 consumo, enquanto que o Oleo de noni
apresentou teor de peroxido de 13 meq O2/kg de dleo, estando acima do
permitido pela ANVISA. O estudo da atividade antioxidante apontou o extrato
metandlico da semente de noni ndo fermentada com maior capacidade de
capturar o radical livre DPPH, sendo seu valor de ICso (70 mg/L) menor, quando
comparada ao da semente fermentada (210 mg/L). Quanto ao potencial de
remogdo de cromo, foi observado que, em pH1, parte do cromo € adsorvido
(44,2%) e 42,6 %foi reduzido para Cr(lll).



ABSTRACT

This work evaluated the chemical profile of extracts from the Morinda citrifolia L.
(Noni) seeds, using the bioguided method of inhibiting the enzyme
acetylcholinesterase and besides to attempt to find applications for these seeds.
Thus, it evaluated different parameters such as: fatty acid content and thermal
stability of noni seeds oil, and oils from the cashew nut A, cashew nut SP3 and
palm, such as comparative; investigation of the antioxidant potential of these
seeds; observe larvicidal capacity of the hexane and ethanol extract; study the
capacity of these seeds to remove chromium (VI) in water and carry out a
chemical characterization of seed of non-fermented and fermented noni. Due to
the small study of noni seed and by being an industrial waste, it was possible to
choose this material as a study object of this work. The chromatographic study
of the hexane extract of this material resulted in the isolation of the mixture of -
sitosterol and stigmasterol, as well as triterpene ursolic acid. The ethanol
extract was isolated americanin A. The identification of these substances
occurred through the technique of nuclear magnetic resonance (NMR), whose
chemical identities were confirmed by comparison with literature. The study of
the fixed oil from noni seeds resulted in the identification of five fatty acids and
the majority were octadec-9,12-dienoic acid (76.8%). The cashew nut A,
cashew nut SP3 and palm oils showed the fatty acid octadec-9-enoic as the
majority (73.7, 65.3 and 43.1%, respectively). The study of thermal stability
showed that palm oil is presented with the least amount of peroxide and,
together with the oil of cashew SP3, the patterns are allowed for consumption,
while the oil content of noni presented peroxide 13 meq O2/kg oil, being above
those permitted by ANVISA. The study showed the antioxidant activity of
methanol extracts of unfermented noni seeds with greater ability to capture the
DPPH free radical, and its IC50 value (70 mg/L) lower when compared to the
seed fermented (210 mg/L). The potential to removal of chromium was
observed that in pH1, part of chromium is adsorbed (44.2%) and 50% was
reduced to Cr (lll).
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Capitulo 1 — Introducéao

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de drogas obtidas a partir de plantas tem ocorrido desde a
antiguidade para o tratamento de varias doengas. Observou-se, nas ultimas
décadas, a revalorizacdo do emprego de preparacdes fitoterapicas uma vez
gue os medicamentos sintéticos, em sua maioria, apresentam efeitos colaterais
indesejaveis (MULLER, 2007).

As plantas medicinais permaneceram como forma alternativa de
tratamento em varias partes do mundo. De acordo com a WHO (World Health
Organization), devido a pobreza e pouco acesso a medicina moderna, cerca de
65 a 80% da populacdo mundial dependem essencialmente das plantas como
forma primaria de cuidar da satde (CALIXTO, 2005). E nesse contexto social
gue as plantas medicinais e os fitoterapicos adquirem importancia como
agentes terapéuticos.

A Morinda citrifolia Linn, conhecida popularmente como noni, € uma
planta da familia Rubiaceae, usada por séculos na medicina popular dos povos
da Polinésia. O fruto, especificamente o suco, € consumido por varias
comunidades do mundo (CHAN-BLANCO et al., 2006). Além da
comercializacdo do suco de noni, também estdo a venda capsulas de extrato
seco e capsula do p6 da planta através das farmacias de manipulacéo, sendo a
divulgacao de suas propriedades medicinais e curativas realizadas através dos
meios de comunicagdo (MULLER, 2007).

O levantamento bibliografico de Morinda citrifolia L. (noni) relata suas
diversas propriedades terapéuticas, distribuidas por toda a planta. Estudos
cientificos tém confirmado algumas das atividades biol6gicas da noni descritas
pelos povos polinésios como: atividade antioxidante, antiinflamatoria,
analgésica, antibacteriana e antitumoral, entre outros. Estudos detalhados
acerca do isolamento de compostos fixos da planta ja estdo bastante
avangados, cerca de 200 substancias ja foram isoladas, sendo predominante a
presenca de antraquinonas, triterpenos, iridéides, entre outros (PAWLUS E
KINGHORN, 2007). Porém, estudos direcionados para a semente dessa planta

apresentam-se escassos, N0S quais em sua maioria sdo sobre valores de
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Capitulo 1 — Introducéao

acidos graxos. No fruto, as sementes secas representam cerca de 2,5% do
peso total do fruto (NELSON, 2005) e essas sementes sao rejeitadas, sem
nenhuma utilizacdo. Na Polinésia Francesa, somente no ano de 2007, o rejeito
das sementes do noni é superior a 150 toneladas por ano (WEST et al., 2008).

Inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) s&o utilizados no
tratamento da doenca de Alzheimer, procedimento esse baseado na hipétese
colinérgica que tem como base a idéia de que, apés o aumento da inibicdo da
enzima, acarretard na diminuicdo da progressdo dos sintomas da doenca
(DOOLEY E LAMB, 2000). Atualmente, existe uma atividade relativamente
intensa na busca desses novos inibidores em extratos de plantas (TREVISAN
et al. 2006). Dessa forma, o fracionamento bioguiado de extratos vegetais,
abordando a inibicdo da enzima, j& vem sendo utilizada em varios trabalhos
cientificos (KANG et al., 2001).

Recentemente, maior atencdo tem sido focalizada sobre a
transformacéo e utilizagéo de residuos de alimentos para favorecer o aumento
dos recursos disponiveis (NYAM et al., 2009). Dessa forma, além dos
beneficios causados de forma direta a saude dos seres humanos, a noni
(especificamente as sementes) podia ser utilizada de diversas maneiras em
beneficio a populacdo e ao meio ambiente. Uma dessas maneiras seria no
fornecimento de 6leo vegetal de qualidade, rico em acidos graxos essenciais.
Outro modo de utilizacdo desse rejeito de noni poderia ser na sua aplicacao
como adsorvente de metais, tais como o Cr (VI), que apresenta um elevado
risco a saude, como na perfuracdo do septo nasal e propriedades
carcinogénicas (DAKIKY et al., 2002).

Dessa forma, os objetivos desse trabalho séo: avaliar os perfis quimicos
dos extratos obtidos a partir das sementes de Morinda citrifolia L. (noni); como
também fazer o perfil de &cidos graxos e estabilidade térmica do Oleo das
sementes de noni. Além disso, investigar o potencial antioxidante e da inibicéao
da enzima acetilcolinesterase frente aos extratos de noni, observar a
capacidade larvicida desses extratos e estudar a adsor¢cdo do Cr(VI) nas
sementes, obtendo informacdes relativas a cinética de adsor¢do, bem como a

caracterizacao dessas sementes.




Capitulo 2 - Consideracdes Botanicas

2. CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 — Descricéo do género Morinda

O género Morinda (Rubiaceae), incluindo a espécie em estudo Morinda
citrifolia L., apresenta aproximadamente 80 espécies (CHAN-BLANCO et al.,
2006).

2.2 — Espécie em estudo: Morinda citrifolia Linn. (noni)

Abaixo esta representada a classificagdo botanica de Morinda citrifolia L.
(noni), segundo MULLER (2007):

e Reino: Plantae

¢ Divisdo: Magnoliophyta
¢ Classe: Magnoliopsida
e Ordem Gentianales

¢ Familia: Rubiaceae

e Género: Morinda

e Espécie: M. citrifolia

¢ Nome cientifico: Morinda citrifolia Linn

Morinda citrifolia L. (noni) é uma planta pertence a familia Rubiaceae e
nativa da regido do sudeste asiatico (DIXON et al., 1999). Apresenta-se como
uma arvore de pequeno porte e que, freqientemente, cresce em regides
costeiras, ao nivel do mar e em é&reas florestais com cerca de 400 metros
acima do nivel do mar (LUBERCK E HANNES, 2001). Desenvolve-se bem em
solos vulcanicos ricos em minerais, apesar de também se desenvolverem em
solos arenosos ou muito Umidos. Atualmente, encontra-se distribuida em
muitas areas tropicais, tais como Asia, Hawaii e ilhas do Taiti (Figura 1 e 2)
além de seu cultivo nas regifes norte e central da América do Sul. E uma

planta conhecida em todo o mundo e popularmente chamada de noni, nono,
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Capitulo 2 - Consideractes Botanicas

nonu, indian mulberry, Ba Ji Tian, cheese fruit, nhau, east Indian mulberry,
mengkudu e awl tree; dependendo da cultura de cada pais e regido (NELSON,
2006; WANG et al., 2002).

Figura 1- Arvore de noni, Hawaii Figura 2 - Arvore entre rochas, Samoa
Fonte: NELSON, (2006).

A Morinda citrifolia L. (noni) é considerada uma planta que apresenta,
em geral, de 3 a 10 m de altura. Os galhos jovens sdo angulares e observam-
se ranhuras (estrias). As folhas s&o elipticas, opostas e com margens
onduladas, possuindo coloragcédo verde brilhante na face superior e opaca na
inferior, as quais apresentam de 10 a 40 cm de comprimento e 5 a 17 cm de
largura (FIGURA 3B). As flores s@o pequenas, brancas, tubulares e todas ficam
agrupadas no pedunculo do fruto (Figura 3D) (DIXON et al., 1999). As frutas do
noni podem atingir 3 a 10 cm de comprimento e 3 a 6 cm de largura,
apresentam-se ovais, carnosas, ligeiramente enrugadas, semi-translucidas,
com uma coloragdo que varia entre verde ao amarelo e, apds a colheita,
apresentam-se com odor forte e desagradavel além de conterem muitas
sementes (figura 3A) (CHAN-BLANCO et al., 2006). As frutas cultivadas no
Havai apresentam, aproximadamente, 260 sementes por fruto e séo
necessarios em torno de 10 kg de fruta para obter 250 g de sementes secas.
Essas sementes séo obtidas com uma coloracdo marrom e apresentam de 4 a
9 mm (figura 3C) (NELSON, 2005).

O periodo de florescéncia da planta compreende de novembro a
fevereiro, sendo todas as suas partes (frutos, folhas, cascas, tronco e raizes)
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Capitulo 2 - Consideractes Botanicas

destinadas para fins terapéuticos. As diversas partes da planta séo coletadas
em diferentes épocas do ano, sendo as raizes coletadas no inverno e as folhas
na primavera (WANG et al., 2002). Morinda citrifolia € uma planta perene,

sendo comum encontrar frutas em diferentes estagios de maturidade na

mesma planta (figura 3A).

Figura 3 — Morinda citrifolia L.cultivada em Trairi (CE) — Frutas (A), folhas (B), sementes(C) e
flores (D).

Fonte: Imagem cedida pelo pesquisador Edy Sousa de Brito (EMBRAPA — Agroindustria
Tropical)




Capitulo 2 - Consideracdes Botanicas

No primeiro ano, a fruta apresenta tamanho inferior, mas ja pode ser
colhida. No Hawaii o noni é colhido de duas a trés vezes por ano, no entanto,
durante o inverno, a producéo é reduzida (CHAN-BLANCO et al., 2006). E
considerada uma espécie muito resistente e de boa longevidade. Quando é
cultivada exposta ao sol e sem a presenca de ventos frios, dificiimente é
infectada por doencas ou atacada por insetos. Apoés ter iniciado a fase de
producdo de frutos, a producdo se torna constante, produzindo o ano inteiro
(CHAN-BLANCO et al., 2006).
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3 — LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 - ORIGEM E UTILIZACAO DA PLANTA Morinda citrifolia L. (NONI)

A Morinda citrifolia L. (noni) € uma planta popular, cujo potencial
relacionado as propriedades medicinais € relatado ha mais de 2000 anos,
principalmente devido ao seu vasto uso pelos povos da Polinésia. A planta é
um arbusto que tem origem nas ilhas do oceano Pacifico, no sudeste da Asia e
em areas tropicais e subtropicais (McCLATCHEY, 2002; WANG et al.; 2002).
Seu cultivo ocorre na Polinésia, india, Caribe, regides centro e norte da
América do Sul, locais que oferecem condicbes adequadas de
desenvolvimento (DIXON et al., 1999).

As vérias partes da planta (folhas, raizes, frutos, caules e cascas) sao
consumidas de diversas maneiras: como alimento, fitoterapico e ainda para
tingimento de tecidos (WANG et al., 2002). Essa utilizacdo ocorre ha muitos
anos, principalmente com dois propositos: as raizes e as cascas sao utilizadas
para tingir roupas e ceramicas, e todas as partes da planta tém sido utilizadas
como um suplemento alimentar (PALU et al., 2008).

Conforme a medicina tradicional e popular, a planta tem a capacidade de
prevenir ou curar diversas enfermidades: alergia, artrite, asma, infeccbes
bacterianas, cancer, diabetes, hipertensao, distdrbios menstruais e musculares,
obesidade, Ulceras gastricas, cefaléias, insdnia, depressdo, estresse,
problemas respiratorios, esclerose mdltipla e até dependéncia quimica
(LAVAUT E LAVAUT, 2003; McCLATCHEY, 2002; WANG et al., 2002).

Nos Estados Unidos os produtos da fruta de Morinda citrifolia L. (noni)
sdo comercializados desde 1990, sendo principalmente vendidos em lojas de
produtos naturais ou pela internet (POTTERAT E HAMBURGER, 2007). Os
principais meios de comercializacdo desses frutos sdo por meios de capsulas,
chéas e sucos (McCLATCHEY, 2002).

O advento do suco de noni (TAHITIAN NONI® JUICE) deu-se em 1996
e, devido a sua grande procura, culminou no aumento das pesquisas acerca

dos possiveis efeitos que esse material poderia promover com relagcdo aos
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seus beneficios a saude (PALU et al., 2008). Recentemente, no Japdo, 0 suco
da fruta e o cha das folhas de Morinda citrifolia L. (noni) foram lancados no
mercado de alimentos funcionais e sdo ingeridos na expectativa de que eles
possam ajudar a prevenir doencas (MASUDA et al., 2009). O Brasil conta com
mais de 18.000 distribuidores cadastrados dos produtos derivados da noni, e é
considerado o quinto pais, em relagdo ao mundo, no mercado do suco da fruta
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE EMPRESAS DE VENDAS DIRETAS, 2006).
Porém, segundo ANVISA (2010b), os produtos contendo noni ndo devem ser
comercializados no Brasil como alimento, até que os requisitos legais que
exigem a comprovacao de sua seguranca de uso sejam atendidos.

No sudeste da Asia o suco de Morinda citrifolia L. (noni) fermentado ja é
bastante popular. Para o processo de fermentacdao natural as frutas maduras
sao lavadas, e despolpadas ou inteiras sdo armazenadas em recipientes. Com
0 passar do tempo, 0 suco é separado naturalmente da polpa da fruta. O tempo
minimo de fermentacdo para a obtencdo do produto € de 60 dias. Transcorrido
o tempo, o suco é filtrado e engarrafado em recipientes de vidro ou plastico,
armazenado em temperatura ambiente. Porém, ndo existe ainda nenhuma
preocupacao sanitaria com esse produto, e a maioria desses sucos sao

comercializados sem pasteurizacdo (NELSON, 2006).

3.2 — ESTUDOS QUIMICOS REALIZADOS COM A ESPECIE Morinda
citrifolia L. (NONI)

Nas ultimas décadas, muitos trabalhos tém apresentado estudos sobre
0s constituintes quimicos das diversas partes de Morinda citrifolia L. (noni).
Aproximadamente 200 compostos ja foram identificados na planta e a maioria
desses sdo os compostos fendlicos, acidos organicos, iriddides, lignanas, entre
outros (WANG E SU, 2001). Dos grupos fendlicos presentes, a sua grande
maioria encontra-se na forma das antraquinonas e seus glicosideos
(damnacantal, morindona, morindina, escopoletina, alizarina, austrocortinina,

rubiadina). Estudos sugerem que as antraquinonas estdo presentes
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principalmente nas raizes (DENG et al.,, 2007b) e caule (SRIVASTAVA E
SINGH, 1993). No entanto, ha relatos de tracos de antraguinonas nas flores
(TIWARI E SINGH, 1977), frutos (LIN et al., 2007; KAMIYA et al., 2005), e
folhas (TAKASHIMA et al.,, 2007). Todavia, a composicdo quimica difere
grandemente de acordo com a parte da planta analisada.

A composicao quimica completa do fruto da noni ainda nado foi descrita e
apenas informacéao parcial do suco da noni esta disponivel (CHAN-BLANCO et
al., 2006). De acordo com esses autores, a fruta apresenta 90% de agua, a
guantidade de proteinas é muito elevada, representando 11,3% da matéria
seca do suco, e 0s principais aminoacidos encontrados sao o acido aspartico,
acido glutamico e isoleucina. Os minerais representam 8,4% da matéria seca, e
0s principais sdo o potassio, calcio e fosforo. Tracos de selénio tém sido
descrito também no suco da Morinda citrifolia (noni) (CHUNHIENG, 2003). As
principais vitaminas encontradas no fruto sdo o acido ascorbico, variando de 24
— 158 mg/100 g matéria seca (SHOVIC E WHISTHER, 2001) e pré-vitamina A
(DIXON et al., 1999).

Alguns compostos isolados de Morinda citrifolia L. (noni) séo relatados
por apresentarem potencial biolégico ativo. Foi realizado um levantamento
bibliografico utilizando as ferramentas de busca SciFinder® Scholar™ e
Scopus, que revelaram os constituintes de noni com as suas respectivas
atividades. Esse levantamento foi obtido com trabalhos dos dltimos 10 anos e
encontram-se expostos na tabela 1, onde esses constituintes estédo

apresentados com a(s) acao(s) farmacoldgica e sua localizac&o na planta.
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Tabela 1 — Metabdlitos secundarios isolados da espécie Morinda citrifolia L. (noni),

destacando-se as partes da planta onde esses metabolitos foram isolados e sua atividade

bioldgica.

Substéancias isoladas de Morinda citrifolia L. (noni) que apresentam atividades

1-hidroxi-2-metilantraquinona

biologicas
SUBSTANCIA ATIVIDADE LOCALIZAQAO
0 OH
CH .
‘OO : Anticancer (KAMIYA et al., Raiz (KAMIYA et al.,
2010
Ho 2010) )
OH O
Morindona
O  OCHjz _
Anticancer (KAMIYA et al., Raiz (KAMIYA etal.,
“O 2010; WITAYASINTHANA | 2010; EE etal., 2009;
|| OH E SHOTIPRUK, 2009) WITAYASINTHANA E
© Larvicida (EE et al., 2009) SHOTIPRUK, 2009)
Damnacantal
o Raiz (EE et al., 2009;
CHs Larvicida (EE et al., 2009;
PING et al., 2009)
PING et al., 2009)
Caule (SIDDIQUI et al.,
2007a)

OCHj,
CH,OH

0] oH OH

damnacantol-3-O-b -D primeverosideo

OH
OH
(0]
o~ ﬁ\\\g "
OH

Hipoglicemiante (KAMIYA

et al., 2008)

Raiz (KAMIYA et al.,
2008)

7

HOH

lucidina 3-O-b -D-primeverosideo

OH
OH

Hipoglicemiante (KAMIYA

et al., 2008)

Raiz (KAMIYA et al.,
2008)
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Quercetina

Atividade inibitéria da
tirosinase (MASUDA et al.,
2009); Antiinflamatério (YU

et al., 2008); Antioxidante
(MASUDA et al., 2009);
Anti-alérgico
(SUBRAMANIAM et al.,
2003)
Atividade imunomoduladora
e antiviral (VOLONTE et al.,
2002)

Semente (MASUDA et
al., 2009)

Fruta (YU et al., 2008;
DENG et al., 2007b)

OH
Quercetina-3-O-D-glucopiranosideo

Antioxidante (SANG et al.
2001)

Folha (SANG et al.
2001)

OH

\
0
OH O
0—CH,
0
(ol B
Ol
OH

OH OH
Kaempferol-3-O-R-L-ramnopiranosil-(1-6)-D-glucopiranosideo

Antioxidante (SANG et al.
2001)

Folha (SANG et al.
2001)
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\
o}
OH O
O—CH,
0
oo
O
OH

OH OH
Quercetina-3-0-R-L-ramnopiranosil-(1-6)-D-glucopiranosideo

Antioxidante (SANG et al.
2001)

Folha (SANG et al.
2001)

HO =

Isoscopoletina

Antioxidante (LIU et al.,
2007)

Raiz (LIU et al., 2007)

HO ) )

Scopoletina

Antiinflamataério (YU et al.,
2008)

Fruta (YU et al., 2008;
LIN et al., 2007,
SIDDIQUI et al., 2007b)

Acido ursélico

Antiinflamatério (YU et al.,
2008; ALBUQUERQUE,
2002); Antinefropético
(WANG et al.,2010);
Antifingico (KUREK et al.,
2010); Antileishmanial
(SILVA FILHO et al., 2009);
Antiplasmodial (SILVA
FILHO et al., 2009)

Semente (MASUDA et
al., 2009; YANG et al.,
2009);

Folha (TAKASHIMA et
al., 2007)

HO
estigmasterol

Antitubercular (SALUDES
et al., 2002)

Semente (WEST et al.,
2008)

Folha (SALUDES et al.,
2002)
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Semente (WEST et al.,

epidioxisisterol

Antitubercular (SALUDES 2008)
et al., 2002) Folha (SALUDES et al.,
HO 2002)
B-sitosterol
Antitubercular (SALUDES | Folha (SALUDES et al.,
X ., et al., 2002) 2002)
HO 0
% e

Antioxidante (SU et al.,
2005)

Semente (MASUDA et
al., 2009)
Fruta (LIN et al., 2007;
SU et al., 2005)

(0]
H © X
HO
)@ ..... O
H
Americanina A
(0]
HO,, OH

HsCC—0 OGlc

Acido asperulosidico

Atividade inibitéria de

melanomas (AKIHISA et al.,
2010)

Atividade inibitoria de

células tumorais (LIU et al.,

Fruta (AKIHISA et al.,
2010; AKIHISA et al.,
2007; KAMIYA et al.,
2005; LIU et al.,2001)
Raiz (KAMIYA et al.,

Ester metil scandosideo

2001) 2008)
OCH
Ho © 3
AN Atividade inibitoria de
Fruta (AKIHISA et al.,
@] melanomas (AKIHISA et al., 2010)
HOH,C O—Glc 2010)
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Atividade inibitéria de

Fruta (AKIHISA et al.,
O melanomas (AKIHISA et al.,

HOH,C
0—Gilc

Acido 9-epi-6-Metoxi geniposidico

2010)
2010)

As atividades biologicas citadas na Tabela 1 estdo diretamente

relacionadas aos constituintes presentes em cada parte da Morinda citrifolia L.

(noni). Desse modo, a Tabela 2 mostra os outros metabdlitos secundarios

isolados dessa espécie, com as respectivas localizacbes de onde foram

isoladas e a qual grupo elas sdo pertencentes.

Tabela 2 — Outros metabolitos secundarios isolados da espécie Morinda citrifolia L. (noni),

destacando-se as partes da planta onde esses metabdlitos foram isolados.

Substancias isoladas da espécie Morinda citrifolia L. (noni)

1 — ANTRAQUINONAS

0] OCHjs
0]
1,3-dimetoxiantraquinona
Localizacéo: fruta

OCHs

OH
OCHs
H

0

RO®
I
0

Austrocortinina
Localizagao: fruta

(0]

SIDDIQUI et al., 2007b KIM et al., 2005
(0] OH
OH O OH
L1
n 9o ®
° H,CO
OH O

Alizarina

Localizacdo: folha®, fruta*?, raiz®
'DENG et al., 2009
’SIDDIQUI et al., 2007b
®DENG et al., 2007a

Morindona-6-metiléter
Localizagéo: raiz
EE et al., 2009
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0]

Lu0|d|na

Localizagéo: Folha e fruta
DENG et al., 2009

CH,OH

5,15-dimetilmorindol
Localizac&o: Fruta', folha', semente?

'DENG et al., 2009

2YANG et al., 2009

o)

Rubiadina
Localizagéo: raiz
SANG E HO, 2006

OCH3;

CHZOH
OH

0]

Damnacantol
Localizagéo: raiz
SANG E HO, 2006

@) OH

I * i CH,OCH,CHj
‘ ' ‘ OH

0]

Ibericina
Localizacao: raiz
SANG E HO, 2006

0]
OCH3

0]
2 - metoxiantraquinona

Localizacao: caule
SIDDIQUI et al., 2006

2-hidroxiantraquinona
Localizacao: caule
SIDDIQUIet al., 2006

L

2-hidroximetil-antraquinona
Localizagéo: caule
SIDDIQUI et al., 2007 a

OCHj;

O

Antragalol-1,3-d|metlleter
Localizacao: fruta
KAMIYA et al., 2005

CH3;

OCH3;

0]
Alizarina -1 metileter
Localizacao: fruta
KAMIYA et al., 2005

15




Capitulo 3 - Levantamento Bibliografico

O

O‘O

Antragalol -2-metileter
Localizacao: fruta
KAMIYA et aI 2005

OCHj

HO I ' i:(:Hg,

6-hidroxi- antragalol -1,3-dimetileter
Localizagao: fruta
KAMIYA et al., 2005

OCH3; O
Morindona-5-metileter
Localizacgao: fruta
KAMIYA et al., 2005

CHs
L,
0o
1,3-diidroxi-2-metilantraquinona
Localizagao: raiz
DENG et al., 2007 a

3-hidrOX|-2-h|drOX|metll-antraqumona
Localizagao: raiz
DENG et al., 2007 a

O OH
CHj
peeeH

O
1,3,6-triidroxi-2-metilantraquinona
Localizagao: raiz
DENG et al., 2007 a

OCHg;

OCH; O

1,5,15-trimetil morindol
Localizac&o: folha?, semente*
YANG et al., 2009
ZTAKASHIMA et al., 2007

CH,OCH;
HO

OCH; O

1,6-diidroxi-5-metoxi-2-metoximetilantraquinona
Localizacao: fruta

LIN et al., 2007

OCH;
H3COH,C

OH O

1,3,5-triidroxi-2-metoxi-6-metoximetilantraquinona
Localizacao: fruta

LIN et al., 2007

OCH; O  OCHj

H3COH,C. i * i OH

Morlndlcmona
Localizagao: caule

SIDDIQUI et al., 2006
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primaveroneO CHs3
H3CO

OCH3 O

1-hidroxi-5,6-dimetoxi-2-metil-7-primeverosiloxiantraquinona
Localizacdo: raiz

0] OCH3;

o]
damnacantol-11-O-B-primeveroside

Localizagdo: raiz

CH,Oprimeverone

OH

Digiferruginol-11-O-B-primeveroside
Localizagdo: raiz

KAMIYA et aI 2009

(0] 0] OCH3
l I ] CH,Oprimeverose . I ] CH,Ogentiobiose
0]

Digiferruginol-1-metileter-11-O-B-gentiobioside
Localizagdo: raiz
KAMIYA et al., 2009

] I l CH,Oprimeverone

1-hidroxi-2-pr|mever03|IOX|met|I—antraqumona-S-oIato
Localizacdo: raiz

O OCH3;
CH,Oprimaverone

0]

1-metoxi-2-primeverosiloximetil-antraquinona-3-olato
Localizagdo: raiz

Localizagéo: raiz
SIMONSEN, 1918

KAMIYA et al., 2009 KAMIYA et al., 2009
@)
O]
Ho— e
H OH
i I e HaCO
HO. OH 0 OH
o Morindina F|SC|ona—8—O—arab|noplran03|I—D—galactoplranosideo

Localizagao: caule
SRIVASTAVA E SINGH, 1993

damnacantol-3-O-b -D primeverosideo
Localizacao: raiz
DENG et al.,

2007a

INOUE et al., 1981
OCHj
] I ] CHZOH l *I il .CH,0OH %
OH OH o OH

lucidina 3-O-b -D-primeverosideo
Localizagéo: raiz

DENG et al., 2007 a
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2 — BENZOFENONAS

ENGe
OH O N~ —_

OH
‘ ‘ OH

CH,OH

morintrifolina A
Localizagdo: Raiz
DENG et al., 2007a

o]

0
OH O
SNoH
- (T X
HO HO
CHs

morintrifolina B
Localizacédo: Raiz
DENG et al., 2007 a

3 — FLAVONOIDES

Quercetina-3-O-L-ramnopiranosil-(1-6)-D-glucopiranosideo
Localizacdo: semente
YANG et al., 2009

)

OH

HsCO o

OCH; O

b,7-dimetil apigenin-4'-O-D-galactopiranosida

Localizagéo: flor
SINGH E TIWARI, 1993

4 -TRITERPENOS

Acido clétrico

Localizagéo: folha
TAKASHIMA et al., 2007

Acido oleandélico

Localizagéo: folha
TAKASHIMA et al., 2007
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HO"
HOH,C” “CHs
Acido barbinérvico

Localizacdo: folhas
TAKASHIMA et al., 2007

5 — IRIDOIDES

COOCH;

Citrifolinina A

Localizagéo: folha
SANG et al., 2001

OCHj

Deidroepoximetoxigaertnerosideo

Localizacéo: folha
SANG et al., 2001

COOCH;3;
O] A
(0]
@)
OGlc
OH
Citrifolinina B

Localizacdo: Folha
SANG et al., 2001

o

HO

HOH,C
O—Gilc

Acido deacetilasperulosidico
Localizac&o: fruta®*°, semente?, raiz*
IAKIHISA et al., 2010

2YANG et al., 2009
3KAMIYA et al., 2008
*AKIHISA et al., 2007
*KAMIYA et al., 2005
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HO CH;0H
- E .
O
HOH,C
Morindacina

Localizagao: fruta
KAMIYA et al., 2005

OH

Citrifosideo

Localizac&o: folha
TAKASHIMA et al., 2007

CHs3
OH
" CH,CH,CH,CHs N
CH,OH CH,OH
Rodolatousideo A Acido loganico
Localizagdo: semente Localizagdo: semente
YANG et al., 2009 YANG et al., 2009
6- LIGNANAS
OH
OH OH
OH ‘
HOCH,—CH=HC CHLOH
2

Acido isoamericandico A

Localizagéo: folha
LIN et al., 2007

Americanina D
Localizacéo: fruta®, semente!
YYANG et al., 2009
%LIN et al., 2007
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OH

OH
Isoprincepino
Localizac&o: fruta®, semente’
'YANG et al., 2009
’KAMIYA et al., 2004

“"@ "
OCH;

H;CO
Balanofonina

Localizacao: fruta
PAWLUS et al., 2005

3,3' - bisdimetilpinoresinol
Localizagao: fruta
DENG et al., 2007b
KAMIYA et al., 2004

3,3' - bisdimetiltanegool
Localizagao: fruta
DENG et al., 2007b

OCHj

o OH

HO O

H5CO
Pinoresinol

Localizagao: fruta
DENG et al., 2007b

OH
o)
O CHg

Morindicona

Localizagéo: caule
SIDDIQUI et al., 2007a
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3.3 — ATIVIDADES BIOLOGICAS DE Morinda citrifolia L. (NONI)

Existem diversas pesquisas relacionadas as atividades biologicas com
Morinda citrifolia L. (noni), sejam através de ensaios in vitro ou in vivo, nos
quais foram analisados extratos ou substancias isoladas da mesma. Esses
estudos tém revelado e confirmado algumas das atividades biologicas da
planta, descritas pelos povos polinésios, como: atividade antioxidante,
antiinflamatoria, analgésica, imunomoduladora, antimicrobiana, antitumoral e
anti-tubercular, entre outros (PAWLUS E KINGHORN, 2007).

YANG et al. (2007) estudaram a atividade antioxidante do suco de
Morinda citrifolia L. (noni) ndo fermentado e fermentado, utilizando o método do
radical livre DPPH. Os autores observaram que o suco nao fermentado
apresentava 210 mg de acido galico/ 100mL. Apés o processo fermentativo, o
suco fermentado apresentou uma reducdo de 90% dessa capacidade,
mostrando que mesmo diante da grande popularidade do suco fermentado de
noni, esse processo reduz significativamente a qualidade antioxidante. ZIN et
al. (2002) investigaram a atividade antioxidante dos extratos das raizes, folhas
e frutos da M. citrifolia L (noni). Os resultados mostraram que extratos néo
polares das trés partes da planta possuem alta atividade antioxidante quando
comparados com os antioxidantes a-tocoferol e 2,6-di-(tercbutil)-4-metil fenol
(BHT). Ambos os extratos, polares e ndo polares, das raizes mostraram
maiores atividades antioxidantes do que as folhas e os frutos.

SALUDES et al. (2002) estudaram o potencial antitubercular dos extratos
hexanico e etandlico de Morinda citrifolia L. (noni) e foi observado que eles
inibiram de 89-95% o crescimento de Mycobacterium tuberculosis. No extrato
hexanico foram encontrados, predominantemente, E-fitol, cicloartenol,
estigmasterol e B-sitosterol, podendo essas substéncias estar relacionadas
com esse potencial.

WANG e SU (2001) investigaram o mecanismo do efeito preventivo do
suco de Morinda citrifolia L. (noni) no estagio inicial da carcinogénese. Os

resultados sugeriram que a prevencdo de formacdo de adultos de DNA-
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carcinogénicos e a atividade antioxidante do suco da fruta podem contribuir
para o efeito quimiopreventivo.

KAMIYA et al. (2010) estudaram o potencial anticarcinogénico de
diversas antraquinonas isoladas da raiz de Morinda citrifolia L. (noni) para
confirmar a utilidade dessa parte da planta para fins terapéuticos. Foram
encontradas 10 antraquinonas: rubiadina, 1-éter metilico rubiadina, lucidina,
damnacantol, 1,3-diidroxi-2-etoximetilantraquinona, 3-hidroxi-1-metoxi-2-
metoximetilantraguinona, nordamnacantal, damnacantal, sorandidiol e
morindona (as substancias citadas encontram-se nas tabelas 1 e 2). Os
compostos 1,3-diidroxi-2-etoximetilantraquinona, 3-hidroxi-1-metoxi-2-
metoximetilantraquinona, nordamnacantal, damnacantal e morindona exibiram
notavel inibicdo contra o cancer ativo de animal, e o composto morindona foi o
mais forte inibidor de todas as antraquinonas investigadas. Segundo o autor,
estes resultados sugerem que as raizes de noni podem ser utilizadas como um

alimento funcional com potencial anticancerigeno.

3.4 — ESTUDOS QUIMICOS COM AS SEMENTES DE Morinda citrifolia L.
(NONI)

Recentemente, MASUDA et al. (2009) realizaram ensaios in vitro da
acdo inibidora da tirosinase e a atividade antioxidante pelo método DPPH
utilizando os extratos etandlicos das sementes, folhas e frutos da Morinda
citrifolia L. (noni). Os resultados apontaram o extrato das sementes da planta
com um maior potencial para essas duas variaveis, quando comparados aos da
folha e frutos.

A partir dessa potente acdo do extrato etandlico das sementes de noni,
0S autores realizaram um fracionamento bioguiado do mesmo, utilizando os
ensaios in vitro. Com isso, levou ao isolamento do acido ursélico, que se
apresentou como um componente ativo da capacidade inibitéria das células de
leucdcitos humanas. Ja os compostos 3,30-bisdimetilpinoresinol, americanina
A e quercetina também foram isolados e se apresentaram como elementos

ativos no extrato, pois apresentaram acdao inibitoria da tirosinase e do radical
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livre DPPH. Quando comparado os valores das substancias com a enzima
superoxido dismutase (SOD), a americanina A e a quercetina mostraram
atividade semelhante. Estes compostos ativos foram isolados das sementes de
noni pela primeira vez.

YANG et al. (2009) também trabalharam com as sementes de Morinda
citrifolia L. (noni) e isolaram vinte compostos: daucosterol , &cido ursdlico, acido
19-hidroxi-ursdlico, 1,5,15-trimetilmorindol, 5,15-dimetil-morindol, escopoletina,
3, 3'-bisdimetilpinoresinol, 3, 4, 3 '4'-tetra-9, 7'a-epoxilignano-7a 9'-lactona,
americanina D, americanina A, americanina, isoprincepina , acido diacetil
asperulosidico, &cido loganico, acido asperulosidico, rodolatousideo,
guercetina-3-O-a - L-ramnopiranosil-(1-6)-B-D-glicopiranosideo, 4-etil-2-hidroxi-
succinato,  5-hidroximetil-2-furancarboxaldeido,  3-metilbut-3-enil-6-O--D-
glucopiranosil-B-D-glicopiranosideo. Segundo o0s autores, 0S compostos
americanina D, americanina, acido loganico, rodolatousideo e 4-etil-2-hidroxi-

succinato sao relatados pela primeira vez nas sementes dessa planta.

3.5 - INIBIDORES DA ACETILCOLINESTERASE

3.5.1 — Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa, que
atinge primeiramente a memoria, a capacidade de raciocinio e a comunicacao.
O quadro de sinais e sintomas dessa doenca estd associada a redugdo de
neurotransmissores cerebrais, como acetilcolina (BERGMANN et al., 1997),
noradrenalina (COSTA et al., 1994) e serotonina (BRYNE, 1998). O tratamento
para essa doenca consiste justamente na tentativa de restauragdo da funcéo
colinérgica; dessa forma, a elevacdo do nivel da acetilcolina pode se mostrar
atil na melhora da deficiéncia da aprendizagem, um dos sinais da doenca
(HERNANDEZ et al., 2010).

A doenca de Alzheimer é frequentemente associada a idade, cujos
sintomas ocorrem de maneira progressiva afetando, principalmente, as fungoes

cognitivas e neuropsiquiatricas (ZHAO E TANG, 2002). Além das dificuldades
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de atencdo e fluéncia verbal, outras fun¢des cognitivas sdo deterioradas a
medida que a patologia evolui entre elas a capacidade de fazer calculos, as
habilidades visuais, entre outras (LINDEBOOM E WEINSTEIN, 2004).

Segundo (HEINRICH E TEOH, 2004), a depressdo também €& um dos
sintomas encontrados nos portadores da doenca de Alzheimer. Para isso, um
dos processos para aliviar o sintoma dessa doenca € através de inibidores da
acetilcolinesterase. Para o tratamento dessa patologia € necessaria o uso de
medicamentos, alvo principal de grandes pesquisas nos ultimos 10 anos
(HERNANDEZ et al., 2010).

O estudo da atividade antioxidante também é um dos meios de se
observar possiveis tratamentos para a DA (RESENDE et al., 2008). NISHIDA et
al. (2006) estudaram a relacdo entre a auséncia de antioxidantes naturais em
camundongos com a intensificacdo da doenca. A explicacdo para essa relacao
pode ser possivel devido a acéo dos radicais livres contribuindo para processos
inflamatoérios (GOMES et al., 2008), onde essas inflamacfes podem acarretar
no surgimento da doenca. Devido as rela¢des entre os processos inflamatorios
e a doenca de Alzheimer, varias pesquisas também tém observado o uso de
drogas antiinflamatérias como uma opcao para o tratamento de pacientes
portadores da doenca de Alzheimer (TUPPO E ARIAS, 2005).

3.5.2 — Acéo da acetilcolinesterase e hipotese colinérgica

A Acetilcolinesterase age como uma enzima catalisadora da hidrolise da
acetilcolina (neurotransmissor). Esse neurotransmissor € encontrado no
cérebro e nas juncdes neuromusculares, compondo parte do sistema nervoso
parassimpatico. Seus efeitos incluem a contragdo dos musculos lisos, dilatacdo
dos vasos sanguineos e regulacdo da taxa de batimentos cardiacos; no
cérebro esta envolvido nas sinapses associadas ao controle motor, memoria e
cognicao (VIEGAS JR. et al., 2004).

Sabe-se que uma das consequéncias da doenca de Alzheimer é a
reducdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh). E a partir dessa reducéo de
ACh, que se adotou a estratégia para a busca de novos farmacos que
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apresentem a capacidade de retardar o desenvolvimento ou o0s sintomas dessa
doenca, principalmente, aprimorando a funcdo colinérgica. O aumento da
acetilcolina no organismo pode ocorrer através da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (MINETT E BERTOLUCCI, 2000).

3.5.3 - Farmacos para o tratamento da Doenca de Alzheimer

Existe uma busca exaustiva para o tratamento e compreensdo da
doenca de Alzheimer. Porém, uma terapia efetiva para a cura dessa doenca
ainda nao foi observada (SERENIKI E VITAL, 2008). Embora o tratamento
realizado através da administracao de inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE) tenha consistentemente demonstrado eficacia sintomética e reducdo na
progresséo da patologia, esses medicamentos ndo foram eficientes para todos
os tipos de pacientes, os quais a melhora ocorreu em aproximadamente 30-
40% dos pacientes portadores da doenca de Alzheimer leve a moderada
(KIHARA et al., 2004), ou seja, ainda no inicio da doenca.

Existem diversos farmacos que apresentam a capacidade de acédo
anticolinérgica. Os medicamentos mais conhecidos séo: tacrina®, donepezil®,
rivastigmina® e a galantamina®. O potencial da tacrina (figura 4) para
tratamento da doenca de Alzheimer foi inicialmente descrito por SUMMERS et
al. (1986). Essa droga foi o primeiro farmaco sintético aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA). Ap0s o0 seu primeiro relato, varios estudos
controlados foram realizados com a finalidade de verificar a real eficacia e
seguranca da tacrina no tratamento de pacientes com essa doenca. Porém,
KNAPP et al. (1994), que realizaram ensaios clinicos do uso da tacrina,
observaram que muitos pacientes abandonaram o tratamento, devido ao
surgimento de efeitos colaterais. Segundo DAVIS E POWCHIK (1995) o tempo
de meia-vida dessa droga € de 3,5 horas e os principais efeitos colaterais sao
nauseas (28%) e diarréia (16%), embora a complicagcdo mais temida seja a

elevacao das transaminases hepéticas (hepatite medicamentosa).
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—
N

Figura 4 - Tacrina

O donepezil (Figura 5) foi a segunda medicacdo aprovada nos Estados
Unidos para o tratamento da doenca de Alzheimer. O estudo que serviu de
base para a introducdo da droga no mercado americano foi publicado por
ROGERS E FRIEDHOFF (1996). O donepezil € um anticolinesterasico que
apresenta meia-vida aproximada de 70 horas e que se mostrou eficaz no

tratamento da doenga em doses de 5 e 10 mg.

HsCO

T,

Figura 5 — Donepezil

A rivastigmina (Figura 6) é um dos medicamentos mais utilizados no
tratamento da doenca de Alzheimer, apresentando maior eficacia quanto ao
aumento dos niveis cerebrais de acetilcolina (GROSSBERG, 2003). Entretanto,
esse medicamento causou varios efeitos colaterais adversos quando a dose foi
elevada abruptamente.

Estudos com animais de laboratério indicam que a rivastigmina inibe
preferencialmente a acetilcolinesterase cerebral (ANAND E GHARABAWI,
1996). Além disso, a droga parece atuar de forma adequada no hipocampo e
cortex cerebral, que séo areas significativamente comprometidas em pacientes

com doenca de Alzheimer.
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Figura 6 - rivastigmina

A galantamina (Figura 7), um alcaléide, é um produto natural isolado de
varias espécies vegetais da familia Amarillidaceae (principalmente da
Galanthus nivalis L.) e que mostrou um grande potencial inibidor da AChE,
apresentando uma acéao longa, seletiva, reversivel e competitiva, cujos efeitos
terapéuticos permanecem mesmo apés o término do tratamento (LOPEZ et al.,
2002). O excelente perfil terapéutico dessa droga, que caracterizou um grande
avanco no planejamento de farmacos para o tratamento da doenga, €
decorrente de seu mecanismo de acédo duplo, como inibidor da AChE e como
ligantes potencializadores alostéricos (APL) nos receptores nicotinicos
cerebrais (QUIK E JEYARASASINGAM, 2002; MAELICKE et al., 2000). A
galantamina atua ligando-se ao sitio ativo da AChE cerebral e ainda estimula
0S receptores nicotinicos pré- e pos-singpticos os quais podem, entdo,
aumentar a liberacdo de neurotransmissores com ACh e glutamato,
estimulando diretamente a fungéo neuronal (FENNEL E VAN STADEN, 2001).

Em fevereiro de 2001, foi aprovada pelo FDA a disponibilidade do uso da
galantamina no tratamento da doenca de Alzheimer. No Brasil, esse

medicamento encontra-se disponivel a custos muito elevados (R$ 316,00).

Figura 7 - galantamina
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Existe uma grande utilizagdo desses medicamentos no mercado, porém,
esta sendo reportados diversos efeitos prejudiciais a saude. SCHULZ (2003)
relata que esses medicamentos podem causar distarbios gastrointestinais e

problemas relacionados com a biodisponibilidade.

3.5.4 — Novos farmacos para o tratamento da doenca de Alzheimer

Nos ultimos 10 anos, a literatura revela atividade relativamente intensa
na busca de novos inibidores da acetilcolinesterase em extratos de plantas
(TREVISAN et al., 2006), verificando-se expressivo interesse no isolamento e
na identificacdo de novos inibidores da AChE. A utilizacdo desses inibidores
destaca-se como um dos bioensaios rapidos e sensiveis para a sele¢do de
amostras com acao anticolinesterasica.

A diversidade estrutural dos inibidores da acetilcolinesterase conhecidos
e a possibilidade de se explorar modos de acédo distintos tém estimulado o
estudo fitoquimico de vérias espécies vegetais, que possam fornecer novos
modelos de substancias anticolinesterasicas. Estas substancias sdo a
alternativa terapéutica mais comumente empregada e que apresentam 0s
melhores resultados para o controle da doenca de Alzheimer (VIEGAS JR. et
al., 2004). Os trabalhos que se propdem a tais investigacbes apontam a
preocupacao com a descoberta de extratos organicos polares que apresentem
essa atividade (HERNANDEZ et al., 2010). Isolamento bioguiado de
flavondides  (substédncias polares e  conhecidos inibidores da
acetilcolinesterase) em Kalanchoe estimula investigagdes adicionais com 0s
extratos que contenham esses compostos (TREVISAN et al., 2006). Alguns
estudos utilizando pacientes tratados com o extrato padronizado de Ginkgo
biloba revelaram que os efeitos foram comparaveis aos obtidos com o
donepezil, que atualmente € um dos farmacos de escolha para o tratamento da
doenca de Alzheimer (GOLD et al., 2002).

INGKANINAN et al. (2003) realizaram um “screen” dos extratos
metandlicos de 32 plantas utilizadas tradicionalmente no Taiti como

rejuvenescedor. Esse “screen” tinha como objetivo avaliar a capacidade que as
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plantas apresentariam em inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE). Os
extratos das raizes de Stephania suberosa e Tabernaemontana divaricata
apresentaram uma significativa atividade. Na Coréia, o estudo de sete ervas
(Acorus calamus, Acorus gramineus, Bupleurm facaltum, Dioscorea batatas,
Epimedium koreanum, Poria cocos and Zizyphi jujuba) utilizadas na medicina
popular para a melhoria da meméria e retardo das consequéncias da velhice
apontaram a Acorus calamus e Epimedium koreanum como a mais potentes
entre as plantas estudadas(OH et al., 2004).

Segundo HERNANDEZ et al. (2010), que avaliaram as substancias
isoladas de plantas do género Hypericum quanto ao potencial inibitério de
AChE, observaram que os flavandides glicosilados isolados: rutina,
isoquercitrina, hiperosideo e quercitrina (Figura 8) tém esse potencial inibitorio
bastante elevados, comprovando a acdo dos flavonéides encontrados em
Kalanchoe, segundo TREVISAN et al.(2006). Além disso, o trabalho de
HERNANDEZ et al. (2010) apontaram que nédo foram somente as substancias
isoladas que apresentaram essa atividade, mas os extratos aquosos de onde
eles foram isolados também apresentaram um bom potencial. Com isso, pode-
se dizer que esta atividade pode ser explicada pela presenca dos compostos
identificados, pois ficou demonstrado que todos eles tém atividade inibitéria da
AChE.

I O,

OH
OH O OH o
OH O on \_CH,OH
o
OH
O—Wo OH Ol
OH

o Isoquercitrina

Rutina

OH
OH OH
OH O
HO,
OH O
O o OH O on
OH O
OH O OH
O OH O
CH,0H [o]
Hiperosideo Quercitrina

Figura 8 - Flavonoides glicosilados (rutina, isoquercetrina, hiperosideo e quercitrina)

30



Capitulo 3 - Levantamento Bibliografico

SANCHETI et al. (2009) estudaram as atividades anticolinesterasicas de
cem plantas medicinais na Coréia. Os frutos da planta Terminalia chebula
apresentaram significativa acao inibidora da acetilcolinesterase (AChE). O
isolamento bioguiado desse extrato levou a substancia 1,2,3,4,6-penta-O-
galloil-B-D-glucose (Figura 9), que mostrou-se muito potente. O efeito inibitorio
dessa substancia também foi avaliado utilizando o método em cromatoplaca,
comparando com a tacrina (como o controle positivo), confirmando o seu efeito
positivo. Com isso, o autor afirma que essa substancia é um potente anti-

Alzheimer obtido de fonte natural.
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K 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-B-D-glicose /

Figura 9 - 1,2,3,4,6 penta-O-galoil-B-D-glicose

Na Physostigma venenosum, planta usada na Africa, foi isolado o
alcal6ide inddlico fisostigmina (Figura 10), apresentando-se como um potente
inibidor da enzima AChE, inclusive em estudos in vivo. A fisostigmina, um
inibidor reversivel da AChE, é também reportado por apresentar significativos
beneficios para pacientes com DA, mas o uso clinico pode ser limitado por sua
meia-vida curta, o que exigiria doses diarias multiplas (MUKHERJEE, 2001). O
alcal6ide anidrolicodolineo (Figura 10), extraidos da Lycopodium annotinum
ssp. alpestre, apresentou-se com maior potencial inibitério da enzima AChE
(HALLDORSDOTTIR et al., 2010).
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Figura 10 — Fisostigmina e anidrolicodolineo

HUANG et al. (2010) observaram a atividade anticolinesterasica utilizado
modelagem molecular com o nicleo basico da berberina (Figura 11), alcaléide
isolada da erva Coptis chinensis, utilizada na China para o tratamento de
diarréia e disturbios gastrointestinais. A maioria dos derivados desse alcal6ide
inibiram AChE , porém os autores apontaram o composto cloreto de 9-O-(4-
(fenilol-Liloxi)butil-berberina (Figura 11), como o mais potente inibidor da AChE,

até quando comparado com o padréo galantamina.
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Figura 11 — Berberina e Cloreto de 9-O-[4-(fenilol-1-iloxi)butil] berberina

pY

Por mais que a maioria dos estudos relacionados a busca de
anticolinesterasicos em planta ocorra em extratos polares, existem também
muitos estudos relacionando essa capacidade aos extratos apolares ou 6leos
essenciais. Varios 6leos essenciais apresentam constituintes monoterpénicos
gue tém sido investigados quanto ao seu potencial inibidor da
acetilcolinesterase (AChE). A maioria desses Oleos tem apresentado
excelentes atividades (MUKHERJEE et al, 2007). Por exemplo, os Oleos
essenciais de Melissa officinalis e Rosmarinus officinalis tém sido reportados
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por apresentarem acdao inibitdria in vitro contra a enzima (HOWES et al., 2003a,
b). Alguns monoterpenos ja apresentam a sua atividade comprovada, como por
exemplo, o geraniol, 3-careno e limoneno (Figura 12). Porém, apesar de muitos
terpenos apresentarem essa capacidade, € complicado fazer uma correlacao
entre estrutura e atividade dessas substancias, uma vez que existe uma grande
diversidade entre esses compostos ativos. A Unica semelhanca esta na

associacao com a presenca de ligantes hidrofdbicos.
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Figura 12 — Estrutura do geraniol, 3-careno e limoneno

3.6 — ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.6.1 — Espécies reativas do oxigénio e radicais livres

Um radical livre é qualguer &tomo ou grupo de atomos que pode existir
independentemente, e que deve conter pelo menos um elétron livre
(YOUNGSON, 1995) Os radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas
continuamente durante os processos metabdlicos e atuam como mediadores
para a transferéncia de elétrons em varias reagcBes bioquimicas,
desempenhando func¢des relevantes no metabolismo (SHAMI E MOREIRA,
2004).

Os radicais livres do oxigénio podem atacar e danificar praticamente
qualquer molécula encontrada no organismo. Sdo tdo ativos que, uma vez
formados, passa-se apenas uma pequena fracdo de segundo antes que se
liguem a alguma coisa. Ao fazé-lo, eles podem entregar seu elétron néao-
pareado ou eles podem capturar um elétron de outra molécula, a fim de formar
um par. De uma forma ou de outra, os radicais acabam ficando estaveis, mas a

molécula atacada, em si, transformou-se em um radical. Isso inicia uma reacao
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em cadeia que pode agir destrutivamente sobre um tecido, por exemplo
(YOUNGSON, 1995).

As espécies reativas do oxigénio (EROs) relatadas sao: anion
superéxido (027), radical hidroxila (OHY), oxido nitrico (NO’), perdxido de
hidrogénio (H20,), entre outros, que desempenham um papel vital em processo
biolégicos de producéo de energia, fagocitose e transducao de sinais (BOREK,
1997). Destes, o radical hidroxila € o mais reativo na inducdo de lesGes nas
moléculas celulares e o peréxido de hidrogénio, apesar de ndo ser considerado
um potente radical livre, é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir
danos na molécula de DNA (ANDERSON, 2000).

Estresse redox € comumente definido como o desequilibrio entre a
producéo de espécies reativas de oxigénio e a remocao destas pelos sistemas
quimicos e enzimaticos de defesa antioxidante e, também, pelo reparo
enzimatico das biomoléculas lesadas (VASCONCELOS et al., 2007; RAHMAN
et al., 2006).

Ha fatores de diversas ordens associados ao estresse redox nos
organismos, como: habitos de vida considerados inapropriados (consumo de
alcool, tabagismo, dieta inadequada, exercicio fisico realizado de forma
extrema e exposicdo a radiacdo ndo ionizante ultravioleta e outras ondas
curtas), condicdes ambientais impréprias (temperatura elevada e poluicdo
ambiental, domiciliar e ocupacional), envelhecimento e estados psicol6gicos
gue provoquem estresse emocional. Ha também patologias cronicas (diabetes
mellitus, hipertenséo arterial, cancer, entre outras) e patologias degenerativas
(Mal de Alzheimer e Mal de Parkinson) associadas a esse estresse
(HALLIWELL E GUTTERIDGE 2007).

A produgédo excessiva de radicais livres pode conduzir a diversas formas
de dano celular e sua cronicidade pode estar envolvida com o desenvolvimento
de numerosas doencas (SPEISKY E JIMENEZ, 2000). Sabe-se que grande
parte das principais doencas que matam as pessoas prematuramente ou
destroem sua qualidade de vida o fazem através dos radicais livres. Se nao
forem detectados, eles atacam constantemente as proteinas, os carboidratos,
as gorduras e o DNA, causando danos potencialmente sérios.
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3.6.2 — Compostos Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que,
presente em baixas concentracbes, quando comparada a um substrato
oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo desse substrato de maneira eficaz. O
sistema de defesa antioxidante é formado por compostos enzimaticos e nao-
enziméaticos, estando presentes tanto no organismo (localizados dentro das
células ou na circulacdo sangtinea) como nos alimentos ingeridos (SHAMI E
MOREIRA, 2004).

De acordo com DEGASPARI E WASZCZYNSKYJ (2004), 0s organismos
vivos estdo constantemente sujeitos a acdo do oxigénio, sendo que diversos
estudos tém demonstrado que o consumo de substancias antioxidantes na
dieta diaria, pode produzir uma acao protetora efetiva contra estes processos
oxidativos que ocorrem no organismo. Foi descoberto que uma série de
doencas entre as quais cancer, arterosclerose, diabetes, artrite, doencas do
coracdo, podem estar ligadas aos danos causados por formas do oxigénio
extremamente reativas. Estas substancias também estdo ligadas com
processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo.

RENAUD et al. (1998) afirmam ter aumentado o interesse em um maior
conhecimento entre os consumidores e a comunidade cientifica sobre os
antioxidantes naturais, particularmente os encontrados em frutas e vegetais,
porque estudos farmacolégicos mostram que o0 consumo desses antioxidantes
esta associado com os baixos ricos de doencas. De acordo com HALLIWELL
(2007), os efeitos defensivos de antioxidantes naturais em frutas e plantas tém
relatado trés grandes grupos: vitaminas, fendélicos e carotendides.

Atualmente, varios esforcos tém sido feitos para identificar substancias
guimiopreventivas naturais capazes de inibir, retardar, ou inverter as multiplas
fases da carcinogénese. Uma grande variedade de compostos fendlicos,
particularmente aqueles encontrados em plantas medicinais, foi relatada por
possuirem atividades anticarcinogénica e antimutagénica. A maioria destes
compostos fendlicos de ocorréncia natural possui propriedades antioxidativas

gue parece contribuir para a quimioprevencédo (OWEN et al., 2001). O grande
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interesse na substituicdo de antioxidantes alimentares sintéticos por naturais
despertou intensa procura por materiais vegetais brutos para a identificacao de
novos antioxidantes (MOURE et al., 2001).

A eficiéncia antioxidante dos compostos em alimentos de origem vegetal
depende de sua estrutura e da sua concentragao no alimento. Por sua vez, a
guantidade destas substancias em vegetais € amplamente influenciada por
fatores genéticos e condicbes ambientais, além do grau de maturacdo e
variedade da planta, entre outros aspectos (FRIEDMAN, 2003).

Em decorréncia da grande diversidade quimica existente, em especial
entre os compostos fendlicos, varios ensaios tém sido desenvolvidos para
avaliacdo da capacidade antioxidante de amostras. Alguns deles determinam a
habilidade dos antioxidantes em sequestrar espécies reativas geradas no meio
reacional. Outros avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacao
lipidica por meio de quantificacdo dos produtos da reacdo; quantificacdo dos
produtos da decomposicdo da peroxidacao lipidica, ou medicdo da inibicdo da
oxidacao do lipidio do sistema pelo antioxidante a ser testado (OLIVEIRA et al.,
20009).

3.6.3 — Atividade antioxidade de Morinda citrifolia L. (noni)

SU et al. (2005) isolaram 19 compostos das frutas de Morinda citrifolia L.
(noni) e todos foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante pelo método
do DPPH e do anion ONOO'". Desses compostos, somente a americanina A
apresentou acdo antioxidante com o método do DPPH, com ICso 16,9 uM. Ja
para o método do anion ONOQO™ a americanina A e 0 narcissosideo (Figura 13)
apresentaram atividade, sendo os seus ICsy de 3,3uM e 3,8 uM,
respectivamente. SU et al. (2005) relataram que o isolamento da americanina A
nos frutos de Morinda citrifolia L. (noni) pode ser uma das principais
substancias responsaveis pela boa acdo antioxidante encontrada no suco de

noni, fato também observado no estudo realizado por ZIN et al. (2002).

36



Capitulo 3 - Levantamento Bibliografico

4 or o )

HO © AN
oo . :@/\/\
T
O-L-Rha-(1,6)-D-Glc
OH O
Americanina A

k Narcissosideo j

Figura 13 — Narcissosideo e americanina A.

A Isoscopoletina e quercetina (Figura 14 ), substancias pertencentes aos
grupos dos compostos fendlicos, foram isoladas do suco fermentado da fruta
de Morinda citrifolia L. (noni), indicando que as propriedades antioxidantes
desse suco estar,possivelmente, atribuida a presenca desses compostos
fendlicos (LIU et al., 2007). A quercetina apresenta diversas atividades
biologicas, tais como anti-Ulcera, anti-alérgico, antiviral, atividade
imunomoduladora e inibicdo da peroxidacao lipidica (SUBRAMANIAM et al.,
2003; VOLONTE et al, 2002). O mecanismo da quercetina como um
antioxitante é provado pela capacidade dessa substancia de sequestrar
espécies reativas de oxigénio e ions metalicos. No estudo de LIU et al. (2007)
foi demonstrado que a atividade antioxitante da quercetina foi resultado de sua

capacidade de sequestrar os radicais hidroxila.
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Figura 14 — Isoscopoletina e quercetina
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3.7 - REMOCAO DE CROMO EM AGUA
3.7.1 — Metais pesados

Atomos que apresentam numero atdémico maior que 20 e que tém
densidade maior que 5 g.cm™ s3o comumente chamadas de “metais pesados’.
Embora esse termo seja bastante conhecido, ndo possui uma definicdo prépria
e que seja comum a todos os profissionais. Dependendo da area em que se
atua, diferentes significados podem ser associados ao termo. Como muitos
destes metais sdo comprovadamente toxicos, tornou-se usual identificar
gualquer metal téxico, independentemente de sua densidade, como metal
pesado (HOMEM, 2001).

Os metais pesados correspondem a um grupo de 65 elementos, e 0s que
mais ocorrem em processos industriais sao: Ag, Au, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg,
Mn, Mo, Ni, Pb, V, Zn e elementos radioativos como Th, U, entre outros
(GONCALVES JR. et al., 1999).

A preocupacdo e 0 interesse com as questdes ambientais vém
aumentando com o passar das décadas (BABEL E KUMIAWAN, 2004).
Cientistas do mundo inteiro vém desenvolvendo pesquisas que visam avaliar e
diminuir os impactos da poluicdo na biosfera, além de desenvolver tecnologias
limpas, que geram menos residuos. Dentre os varios poluentes, os metais tém
recebido atencdo especial, uma vez que alguns sdo extremamente toxicos,
para uma grande variedade de organismos, mesmo em concentracoes
extremamente baixas (BABEL E KUMIAWAN, 2004; DAKIKY et al., 2002), o
gue tem promovido maior atencdo e pesquisas, nos ultimos anos, destinados
aos efeitos causados por esses poluentes, principalmente, relacionado aos
meios de remogao de tais metais (ELANGOVAN et al., 2008).

As principais fontes de poluicdo por metais pesados sao provenientes
dos efluentes industriais, de mineracéo e das lavouras. Estes metais, quando
lancados sem tratamento prévio, sdo altamente moveis no meio ambiente e
acumulativo na cadeia alimentar (KUMAR E BANDYOPADHYAY, 2006). A
presenca destes ions metdlicos, em excesso nos corpos d’agua, € uma
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ameaca potencial a saude publica, a fauna e a flora, pois muitos séo
conhecidos pela natureza carcinogénica (GRUPTA E ALI, 2004).

3.7.2-Cromo

Dentre as diversas formas de valéncia do cromo em solucdo, as mais
usuais sdo as formas trivalente (Cr®*) e hexavalente (Cr®"). O Cromo trivalente
(Cr**) é reconhecido atualmente como um elemento essencial no metabolismo
de carboidratos e lipideos, sendo a sua fungdo diretamente relacionada com o
mecanismo de acdo da insulina (VINCENT, 2000). A quantidade recomendada
de cromo (lll) a ser consumida diariamente € de 50-200 ug, no entanto, a falta
desse elemento na alimentacdo pode causar sérias complicacbes na saude,
como diabete e problemas cardiovasculares (ANDERSON, 1998). Segundo o
CONAMA, Resolugdo n° 397/2008, o limite maximo de despejo dessa valéncia
do metal é de 1,0 mg.L™?, em efluentes.

Ao contrério do ion trivalente, o cromo no estado de oxidagdo hexavalente
(Cr®) é classificado como composto mutagénico e carcinogénico em animais
(ELANGOVAN et al., 2008). Além disso, € um estado téxico para plantas e
animais, agindo como um potente oxidante (COSTA E KLEIN, 2006). O
descarte de Cr (VI) em ambientes aquaticos € regulado para valores abaixo de
0,05 mg.L?, definido pela Environmental Protection Agency (EPA) U.E. (BARAL
E ENGELKEN, 2002) e de 0,1 mg. L™* pela CONAMA Resolucdo n° 397/2008.
O dicromato (Cr.07?) e o &cido crémico estdo entre 0s compostos de cromo
(VI) economicamente mais importante e mais utilizados.

O cromo € um metal pesado e que esta sendo utilizadas em varias
industriais, tais como curtumes, metallrgicas, revestimentos, acabamentos
metdalicos (SINGH E SINGH, 2002), preservacdo de madeira, fabricacdo de
tintas, corantes e papel (KHEZAMI E CAPART, 2005). Crescente atengao tem
sido dada aos riscos de saude causados pela existéncia desse metal em meio
aquoso e sua acumulacdo em tecidos vivos, representando um grave problema
para a saude. O cromo (VI) foi considerado como um dos principais (entre 0s
16 maiores) poluentes toxicos para o meio ambiente e, devido as suas
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caracteristicas carcinogénicas e teratogénicas, tornou-se um sério problema de
saude (GARDEA-TORRESDEY et al.,, 2000). No entanto, a questdo da
contaminacao por Cr (VI) ndo € um problema que se restringe aos limites
industriais ou aos que trabalham diretamente com o0s compostos, mas €
também um problema ambiental (JORDAO et al., 1999).

3.7.3 —Remocdao de metais em agua

Uma alternativa bastante utilizada na remocdo de metais de &aguas
residuais e de processos industriais (galvanoplasticos, metallrgicos, etc.)
envolve os métodos convencionais de tratamento fisico-quimico: coagulacéo,
floculagéo, sedimentacao e filtracdo (NGAH et al., 2002). Entretanto, estes
métodos sao de baixa eficiéncia operacional e apresenta elevados custos, o
gue dificulta a sua aplicabilidade (RAO et al, 2002).

Diante disso, varios outros métodos alternativos vém sendo
investigados, como, por exemplo, a eletrodidlise, a osmose reversa, a
ultrafiltracdo e a adsorcdo com biosorventes. A grande vantagem da adsorc¢éo
sobre as outras € a baixa geracao de residuos, facil recuperacdo dos metais e
a possibilidade de reutilizacdo do adsorvente (SPINELLI et al., 2004).

A existéncia de processos de tratamento quimico e eletroquimico para
diminuir a concentracao de Cr (VI) em solu¢cbes aquosas geralmente envolve a
reducdo de Cr (VI) para Cr (lll) e, subsequentemente, o ajuste do pH da
solucao para condi¢gbes quase neutras e, dessa forma, promover a precipitacéo
dos ions de Cr (lIl) produzidos (EARY E RAI, 1988). No entanto, estes métodos
tém sido considerados indesejaveis, devido ao uso de produtos quimicos caros,
com pouca eficiéncia de remogdo do metal para atingir o cumprimento das
normas regulamentares (CABATINGAN et al.,, 2001), além da producdo de
grandes quantidades de lama quimica (BISHNOI et al., 2004).

A adsorcdo € um método bastante eficaz e versatil, ja bastante utilizado
na remocado de metais toxicos em solugcdo aquosa (SOUSA et al., 2007;
GRUPTA E ALlI, 2000). O principal material utilizado para a remoc¢éo de ions

metalicos é o carvdo ativado, porém o alto custo deste material € um sério

40



Capitulo 3 - Levantamento Bibliografico

problema (GRUPTA et al., 2003). Diante dessas dificuldades, ha um interesse
crescente na utilizacdo de adsorventes de baixo custo e de facil disponibilidade
(WARANUSANTIGUL et al., 2003). Assim, o uso desses adsorventes de
origem bioldgicos e/ou de fonte renovavel, baixo custo, facil manuseio e com
menor impacto ambiental vem sendo incentivada (AGARWAL et al., 2006;
HORSFALL et al., 2006; SAEED et al., 2005).

Atualmente, pode-se citar a grande busca por adsorventes naturais que
possam minimizar a quantidade de metais existente em efluentes. Alguns, tais
como microrganismos (BAl E ABRAHAM, 2002), algas (GRUPTA et al., 2001),
vegetais (SEKRAR 2003), cascas de eucalipto (SARIN E PANT, 2006), cascas
de amendoim (RICORDEL et al., 2001) ,flores de palmeira (ELANGOVAN et al.,
2008), entre outros, ja séo relatados com tal propriedade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - DETERMINACAO ESTRUTURAL

4.1.1 - Determinacao estrutural de SMCH-311

O fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila do extrato
hexénico das sementes de Morinda citrifolia L. (noni), segundo o procedimento
experimental (item 5.8, pagina 87), resultou no isolamento de um sélido com a
presenca de cristais incolores. Esse solido é soluvel em cloroférmio,
apresentou faixa de fusdo de 131,5-133,5°C e, ap6s a andlise em
cromatografia em camada delgada (CCD) e revelacdo com vanilina,
apresentou-se com uma unica mancha rosada, sendo rotulada de SMCH-311
(20 mg).

O espectro de RMN 'H (figura 15), obtido com CDCl; a 500 MHz,
mostrou a presenca de sinais em 6 0,69 (s); 1,01 (s) e 0,79 — 0,88 (m)
referentes a absorcdo de hidrogénios de grupos metilicos (CH3). Dois sinais
em & 5,15 (m) e 6 5,03 (m), caracteristicos de prétons olefinicos. Sinais em &
5,35 (s) de hidrogénio olefinico e 6 3,54 (m) de hidrogénio ligado a carbono
oxigenado. Como esse espectro assemelhou-se ao de uma mistura bastante
comum em plantas, pode-se concluir que se trata da mistura estigmasterol e B-
sitosterol. O isolamento de cada componente dessa mistura é dificultado para
uma separacdo em coluna de gel de silica, pois se trata de uma mistura cujas
estruturas sdo bastante semelhantes (a diferenca existe somente na dupla
ligac&o no carbono 22 do estigmasterol).

De acordo com o espectro de absorgéo na regido do infravermelho (1V)
(figura 16), foi possivel observar uma banda em 3420 cm™ referente a
estiramento axial da ligagdo O-H, as absorcbes em 2937 e 2863 cm™
caracteristicas do estiramento axial da ligagdo C-H de grupamento metila além
de se observar uma banda em 1463 cm™ que se refere a deformacédo angular
da ligacdo C-H de sistema ciclico, uma absor¢do em 1378 cm™ relacionada a
deformacdo angular da ligacdo C-H, e as bandas em 1057 e 963 cm™

referentes a deformacdo angular da ligacdo C-H de alquenos. Essas
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caracteristicas do espectro de Infravermelho confirmaram a determinacdo da

mistura, sendo dispensados 0s demais espectros para a sua confirmacao.

—7.m0
5.354
5.163
5.151
5113
5.045
5.087
5.019
-4.178
4.158
4,147
1,556
358
1,53
3.585
3.511
2 35
2.2
2.004

843
514
504
20
016
a1
87
859
826
0.812
1).79%
705
0.586

/

W s
bom s 8 7 e T A 3 2 [ !

15 MA26

10
®T

203741

Figura 16 - Espectro de Infravermelho de SMCH-311 (em KBr)
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Apés andlise dos dados citados acima, foi possivel confirmar que a
fracdo SMCH-311 trata-se de uma mistura bastante comum em plantas de
grande porte, sendo denominador de (-sitosterol e estigmasterol (figura 17), os
quais se apresentam na literatura com potencial antitubercular (SALUDES et
al., 2002).

HO HO

estigmasterol B-sitosterol

Figura 17 — Estrutura do B-sitosterol e estigmasterol

4.1.2 - Determinagao estrutural de SMCH-321

O tratamento cromatografico da fracdo acetato de etila do extrato
hexanico das sementes de Morinda citrifolia L. (noni), segundo o procedimento
experimental (item 5.8, pagina 87), culminou no isolamento de um solido
branco amorfo, solivel em uma mistura de diclorometano:metanol (1:1) e com
faixa de fusdo de 233,2 a 235,70°C. Na sua analise em cromatografia em
camada delgada (CCD), apresentou-se com uma Unica mancha de coloracéo
azul escuro apos revelagdo com vanilina, sendo rotulada como SMCH-321 (70
maQ).

O espectro de massa de SMCH-321 (figura 18), obtido pela técnica de
ionizacdo por impacto eletrénico, mostrou pico base em m/z = 248 e pico do
ion molecular de pequena intensidade em m/z = 456, sugerindo a formula
molecular C3oH4s0s3.

O espectro de RMN *H de SMCH-321 (figura 19), obtido com uma
mistura de CDClI3:CD3s0OD (1:1) a 500 MHz, apresentou um singleto largo em &
4,98 (1H, s), caracteristico de hidrogénio olefinico; absor¢do em & 2,92 (1H,
dd), caracteristico de hidrogénio ligado a carbono oxigenado. O sinal em 6 1,93
(1H, d, J=11,1) é caracteristico de hidrogénio presente em carbono alilico (sp?).

Na regido atribuida a absorcéo de metilas, observaram-se sinais em & 0,61 (3H,
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d) e 6 0,69 (3H, d) referentes a dois grupos metilas vizinhos a carbonos
monoidrogenados, além de sinais em 6 0,52 (3H, s), 6 0,57 (3H, s), 6 0,67 (3H,
s), 6 0,75 (3H, s), 6 0,84 (3H, s) atribuidos a cinco grupos metilas ligados a
carbonos quaternarios. Em 6 0,47 é observado um dubleto (1H, J=11,29) de
hidrogénio metinico (CH).

Analisando os dados do espectro de RMN **C-BB (figura 20), e RMN
13C-DEPT 135° (figura 21) de SMCH-321, obtidos em CDCl3:CDs0OD (1:1) a 125
MHz, para posterior relagdo com os sinais de hidrogénio citados anteriormente,
foi possivel organizar a tabela 3 (pagina 50), na qual constam os valores de
sete carbonos metilicos (CHs), nove carbonos metilénicos (CH,), sete metinicos
(CH) e sete carbonos néo hidrogenados (C), resultando em trinta linha
espectrais de carbonos, caracteristicos de triterpenos pentaciclicos. Existem
trés sinais bastante caracteristicos para um esqueleto ursanico, esses sinais
séo: 6 180,36 de carbono de acido carboxilico (ndo € hidrogenado), 6 138,03 de
carbono ndo hidrogenado, caracteristico de olefinicos (sp?) e & 125,34 de
carbono olefinico hidrogenado. Esses sinais representam, respectivamente, 0s
carbonos C-28, C-13 e C-12 do triterpeno &cido ursdlico.

No espectro de RMN bidimensional COSY *H x *H (figura 22), observou-
se as seguintes correlagdes: o hidrogénio H-3 (6 2,92) com o H-2 (6 1,24); H-12
(6 4,98) com o hidrogénio H-11 (6 1,75); hidrogénio H-18 (6 1,93) com o H-19 (6
1,00). Os espectros de RMN bidimensional HSQC demonstram correlagdes 'H
x 13C (figura 23), nas quais sdo observados acoplamentos entre carbonos e
hidrogénios ligados entre si (SILVESTEIN, 2000). Foi possivel observar os
seguintes acoplamentos: hidrogénio metinico em & 0,47 (H-5) com o carbono
em & 55,1(C-5); hidrogénio alilico 6 1,93 (H-18) com o carbono em 6 52,7 (C-
18); hidrogénio metinico em 6 2,92 (H-3) com o carbono em & 78,47 (C-3);
hidrogénio olefinico 6 4,98 (H-12) com o carbono em ¢ 125,34 (C-12).

E comum o isolamento da mistura &cido ursolico com o &cido oleandlico,
devido a semelhanca existente entre as moléculas, porém existe uma diferenca
entre eles que torna possivel a sua identificacdo isoladamente, isso ocorre
devido a diferenca entre os deslocamentos quimicos existentes entre os H-18,
C-18, C-12 e C-13 (KONTOGIANNI et al. 2009). Na tabela 3 sdo observadas
essas diferencas entre os carbonos do acido oleandlico e ursdlico.
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Figura 18 - Espectro de massa de SMCH-321
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Figura 19 - Espectro de 'H-RMN de SMCH-321 (CDCl;:CD;0D)
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Figura 21 - Espectro de **C-RMN DEPT 135° de SMCH-321 (CDCl;:CD;0D)
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Figura 22 - Espectro de COSY (500, 125 MHz, CDCl;:CD3;0D) de SMCH-321
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Figura 23 - Espectro de HSQC (500, 125 MHz, CDCl;:CD;OD) de SMCH-321
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Tabela 3 - Relagao entre os carbonos dos acidos oleandlico e ursdlico obtidos da literatura
(CD3COCD3) com os dados obtidos de SMCH-321

Acido oleandlico Acido ursolico

c(n) . - . — | SMCH
Literatura Literatura” | Literatura 321
1 (CH,) 38,5 39,8 38,2 38,6
2(CHy,) 27,4 28,9 26,9 26,5
3 (CH) 78,7 78,6 76,8 78,4
4 (C) 38,7 39,5 38,3 38,5
5 (CH) 55,2 56,3 54,7 55,1
6 (CH,) 18,3 19,2 17,9 18,0
7 (CH,) 32,6 34,0 32,6 32,9
8 (C) 39,3 40,4 40,0 39,3
9 (CH) 47,6 48,5 47,0 47,4
10 (C) 37,0 37,7 36,5 36,7
11 (CH,) 23,1 24,1 22,8 23,0
12 (CH) 122,1 126,1 1245 125,3
13 (C) 143,4 139,7 138,2 138,0
14 (C) 41,6 43,0 41,6 41,8
15 (CHy) 27,7 29,1 27,5 27,8
16 (CH,) 23,4 25,4 23,8 24,0
17 (C) 46,6 48,5 46,8 48,7
18 (CH) 41,3 54,0 52,3 52,7
19 (CH) 45,8 39,9 38,5 38,9
20 (CH) 30,6 39,9 38,4 38,8
21 (CHy) 33,8 31,5 30,2 30,4
22 (CH,) 32,3 37,9 36,3 36,6
23 (CHa) 28,1 29,3 28,2 27,7
24 (CHa) 15,6 17,0 16,0 16,6
25 (CHy) 15,3 16,1 15,2 15,2
26 (CHy) 16,8 17,9 16,9 16,6
27 (CHy) 26,0 24,4 23,2 25,6
28 (COOH) 181,0 180,0 178,2 180,4
29 (CHy) 33,1 18,0 17,0 16,6
30 (CHgy) 23,6 21,9 21,0 16,6

A — MAHATO E KUNDU, 1994
B — ALVES et al., 2000
C — SILVA, 2003
O écido ursolico (figura 24) foi relatado nas sementes de M. citrifolia L.
(noni), pela primeira vez, por MASUDA et al. (2009). Também ja foi ocorrido o
seu isolamento nas folhas (TAKASHIMA et al.,, 2007). Estudos sobre as
atividades biolégicas dessa substancia mostraram ter inimeras aplicacdes

como, por exemplo, antiinflamatorio (YU et al., 2008), antinefropatico (WANG et
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al., 2010), antifangico (KUREK et al., 2010), emulsificante na industria
farmacéutica e antileucémica (SILVA, 2003; ALBUQUERQUE, 2002).

Figura 24 — Acido ursolico
4.1.3 - Determinacéao estrutural de SMCE-243

O tratamento cromatografico da fracdo diclorometano:acetato de etila
(1:1) do extrato etandlico das sementes de Morinda citrifolia L. (noni), segundo
o procedimento experimental (item 5.10, pagina 88), culminou no isolamento
de um solido amarelado, solavel em piridina, com o faixa de fuséo de 174 a
175,5°C e que foi rotulado como SMCE-243 (9 mg).
O espectro de RMN *H de SMCE-243 (figura 25), obtido em CsDsN a
500 MHz, apresentou um dubleto, caracteristico de hidrogénio de aldeido
protegido por mesomeria, com sinal em 6 9,80 (1H, d, J=7,99). Na regido dos
hidrogénios de carbonos saturados e oxigenados, estao presentes o0s sinais em
6 3,96 (1H, d, J=11,99) e 6 4,19 (1H, d, J=12,99), que representam hidrogénios
diasterotopicos. Além dos hidrogénios citados anteriormente, existem também
mais dois hidrogénios referentes a carbonos saturados e oxigenados: o
hidrogénio com sinal em ¢ 4,41 (1H, m, J=7,99) e o hidrogénio com sinal em 3
5,45 (1H, d, J=7,99). Na regido entre 6 6,8 a 6 7,6, encontram-se sete sinais
correspondentes a sinais de hidrogénios aromaticos.
O espectro de RMN **C-BB de SMCE-243 (figura 26), obtido em CsDsN a
125 MHz, mostrou dezoito sinais espectrais. Os deslocamentos quimicos dos
carbonos foram assinalados através da analise dos espectros do tipo BB,
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DEPT 135° HSQC, HMQC e por comparagdo com dados obtidos na literatura
(tabela 4).

Através RMN **C-DEPT 135° (figura 27), observou-se a presenca de doze
sinais espectrais, sendo apenas um sinal com amplitude negativa (6 61,9); os
demais se apresentaram com amplitude positiva, todos referentes a carbonos
metinicos (6 78,1; 5 80,4; 5 116,8; 6 117,2; 6 117,8; 5 118,6; 5 120,3; 6 123,6; &
127,9; 6 153,5; 6 194,2). Entre os carbonos metinicos mencionados acima,
apenas trés se encontram na regido de carbonos saturados (6 61,9; 6 78,1; 6
80,4), os demais se apresentam na regido dos carbonos olefinicos e
aromaticos. Além disso, a comparacéo do espectro de RMN **C-DEPT 135°
com o RMN **C-BB sugere a presenca de seis carbonos nao hidrogenados (&
128,8; 5 129,0; 5 145,3; 5 148,2; 5 148,3; 5 148,7). Na tabela 4 foi possivel
organizar separadamente todos os sinais de carbonos presentes na amostras e
comparados com valores encontrados na literatura.

A avaliacdo do espectro de RMN bidimensional COSY *H x 'H (figura
28), foi possivel observar a correlacdo entres os H-8 (6 6,87) com o H-7" (5
7,51). Além disso, é observada a correlacdo entre os hidrogénios H-9 (6 3,97)
com o proprio H-9 (6 4,19), que € caracteristico dos hidrogénios
diasterotopicos, dos H-9 (6 3,97 e 4,19) com o H-8 (6 4,41), e do H-8 (6 4,41)
com H-7 (3 5,45).

O espectro de HSQC de SMCE-243 (figura 29) possibilitou a
observacéo das seguintes correlagdes: do hidrogénio aromético em 6 7,62 com
o carbono em 6 116,8; do hidrogénio aroméatico em & 7,33 com o carbono em §
117,2; do hidrogénio aromético em 6 7,19 com o carbono em § 120,3; do
hidrogénio metinico oxigenado em & 5,45 com o carbono em & 78,1; do
hidrogénio metinico oxigenado em & 4,41 com o carbono em & 80,4; dos
hidrogénios metilénicos diasterotépicos em 6 3,96 e 6 4,19 com o carbono em 3
61,9; do hidrogénio aromatico em & 7,43 com o carbono em § 117,8; do
hidrogénio aromatico em & 7,13 com o carbono em & 118,6; do hidrogénio
olefinico em & 7,51 com o carbono em & 153,5; do hidrogénio olefinico em &
6,87 com o carbono em 6 127,9 e do hidrogénio em 6 9,80 com o carbono em 6
194,2 (tabela 5).
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O espectro HMBC (figura 30) fornece os acoplamentos *H x *°C a longa
distancia, isto €, a duas ou mais ligacbes. Foram observados no espectro
HMBC as seguintes correlagdes: H-7 com os carbonos C-1 (4J), C-2 (3J), C-6
(J) e C-4 (3J) que representa a principal correlacdo para definir a estrutura da
americanina A. Além dessas correlacdes, existem outras que estao expostas

na tabela 5, cujo espectro bidimensional HMBC encontra-se na (figura 30).
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Figura 25 — Espectro de RMN 'H de SMCE-243, a 500 MHz, em CsDsN
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Figura 27 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135° de SMCE-243, a 500 MHz, em CsDsN
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Figura 28 — Espectro bidimensional COSY (500, 125 MHz, CsDsN) de SMCE-243
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Figura 29 — Espectro bidimensional HSQC (500, 125 MHz, CsDsN) de SMCE-243
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Figura 30 — Espectro bidimensional HMBC (500, 125 MHz, CsDsN) de SMCE-243
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Tabela 4 — Relacéo entre os dados de **C (CsDsN) para SMCE-243 com dados de **C da
literatura (CD;OD" e DMSO°®)

C(n) TipodeC SMCE 243 Literatura® Literatura®

1 C 128,9 129,2 129,1
2 CH 116,8 115,6 115,6
3 C 148,2 146,7 147,3
4 C 148,3 147,3 148,2
5 CH 117,2 116,4 116,4
6 CH 120,3 120,5 120,5
7 CH 78,1 77,6 77,6
8 CH 80,4 80,5 80,5
9 CH; 61,9 62,0 62,0
1 C 128,8 129,2 129,2
2 CH 117,8 118,2 118,2
K C 145,3 145,8 1457
4 C 148,7 148,2 146,7
5 CH 118,6 118,6 118,6
6’ CH 123,6 124,0 123,7
7 CH 153,5 155,2 155,2
8’ CH 1279 127,9 127.8
9’ CH 194,2 196,0 196,0

A — WAIBEL et al., (2003)
B — KAMIYA et al., (2004)

Diversas neolignanas, incluindo a americanina A, foram relatados nos
frutos de Morinda citrifolia L. (noni) (KAMIYA et al., 2004). A americanina A foi
isolada pela primeira vez nas sementes de Phytolacca americana, no ano de
1978 (WOO et al., 1978), e sua estrutura foi revisada em 1986 (ANTUS et al.,
1986). A estrutura da americanina A e seu isdmero, isoamericanina A, foram
confirmadas por sintese (TANKA et al., 1987). Os seus espectros de 'H e *C
RMN séo semelhantes, porém é observada uma correlacdo entre o H-7 e o C-
4’ no espectro bidimensional (HMBC) da americanina A, relacdo essa que foi
observada nesse trabalho, confirmando a estrutura da neolignana. Americanina
A é relatada na literatura como uma substancia que apresenta algumas
propriedades: antioxidante (SU et al., 2005), antiinflamatério (LEE et al., 1985),
entre outras. Assim como o &cido ursodlico, a americanina A foi relatada
recentemente na literatura como um constituinte da semente de noni, além de o

seu isolamento ja ter ocorrido nos frutos (KAMIYA et al., 2004).
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Tabela 5 - Deslocamento quimico de RMN **C e seus respectivos hidrogénios mostrados pelo
espectro de HSQC, bem como as correlacdes a longa distancia (HMBC) de SMCE-243

HSQC HMBC
Carbonos dc o 2] %

1 128,9 - 5,5
2 116,8 7.6 (s) ; 55
3 148,2 - 7,6 7,3
4 148,3 - 7.3 7,6
5 117,2 7.3 (d, J=7,99) -
6 1203 7,19 (m) 7.3 55
7 78,1 5,5 (d, J=7,99) 4.4 3,9; 4.2
8 80,4 4,4 (m, J=3,49) 4,2
9 61,9 3,9 (d, J=11,99) i

4.2 (d, 3=12,99) i
1' 128,8 - - 6,9
> 117,8 7.4 (s) ; 75
3 145,3 - 7.4
4 148,7 - 7,1 7,4:5,5
5 118,6 7.1 (d, J=8,49) ;
6' 123,6 - 7,1 7,5
7 1535 7.5 (d, J=15,99) -
g 127,9 6,9 (dd) -
9 1942 9,8 (d, J=7,99) -

HO

Figura 31 — Estrutura da americanina A
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4.2 — ESTUDO DA ESTABILIDADE TERMICA DO EXTRATO HEXANICO DE
Morinda citrifolia L. (NONI)

Recentemente, maior atencao tem sido focalizada sobre a transformacéo e
utilizacdo de residuos de alimentos para favorecer o aumento dos recursos
disponiveis e resultar na producédo de diversos novos alimentos (NYAM et al.,
2009). Partes desses rejeitos poderiam ser convertidos em nutrientes tanto
para alimentacdo humana quanto animal, ou na forma de adubo; com isso,
poderiam ser realizadas uma importante contribuicdo para 0s recursos
alimentares ou produtos industriais.

Com a grande producgao do suco de noni comercializado em todo o mundo,
as sementes sao, em geral, descartadas. Dessa forma, elas sdo consideradas
um rejeito industrial. A partir disso, € importante estudar a estabilidade do seu
oleo a fim de, possivelmente, obter dessas sementes uma fonte de 6leo vegetal
barato e de qualidade. A oxidacdo lipidica ndo é somente responsavel pelo
aroma desagradavel nos alimentos, mas também pode ser responsavel pela
producéo das prejudiciais espécies reativas do oxigénio (ERO’s), onde muitos
séo carcinogénicos, mutagénicos, maléficos para os humanos (FERRARI E
TORRES, 2003). A rancificacdo ocorrida em 6leos durante processos
oxidativos é normalmente avaliada através do valor de peréxido - P (AOAC,
1990). Esse parametro tem sido frequentemente usado para monitorar a
gualidade de 6leos comestiveis (NYAM et al., 2009), embora o valor de P nédo
possa refletir completamente a verdadeira dimensdo da deterioracdo do 6leo
(AOAC, 1990).

Nesse trabalho, o valor inicial de peréxido (P) do Oleo de Morinda
citrifolia L. (noni) foi de 13,78 meqO./kg de Oleo (tabela 6), encontrando-se
acima dos valores recomendados pela CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION (1982) e ANVISA n° 482 (2010a), que limitam o nivel maximo
permitido de peroxido para 10 meq O./kg de Oleo. Porém € importante observar
que, através do estudo da estabilidade ao longo do tempo, a variacao do valor
de P nao foi tdo acentuada quando comparada aos valores encontrados por

KHALLOUKI et al. (2008) que encontraram no 6leo de argania (Argania
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spinosa) valores que variaram de, aproximadamente, 3 meq Oz/kg de 6leo, no
inicio, para 120 meq O.,/kg de 0leo, apds o periodo de 20 dias.

Tabela 6 — Variagdo do valor de peroxido para os 6leos de noni, caju A, caju SP3 e dendé

P (meq O2/kg de éleo)

Tempo
(dia) Noni Caju A Caju SP3 Dendé
0 13,8 15,6 8,4 1,9
5 17,5 16,5 8,5 8,5
10 22,2 16,3 7,2 12,1
20 32,6 16,5 7,0 19,6

Na tabela 6 é possivel comparar os valores de P encontrados no éleo de
noni com os oleos de caju A, caju SP3 e dendé. Foi observado que o 6leo de
noni apresentou valor de peréxido inferior apenas em relacdo ao 6leo de caju
A, estando os demais com valores inferiores e dentro do padrao permitido pela
CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION (1982) e ANVISA n° 482 (2010a).
Com relacdo ao Oleo de dendé, também € observado que ele apresentou o
menor valor de P, confirmando a sua boa qualidade, uma vez que ja é um 6leo
bastante utilizado na culinaria brasileira. O grafico 1 apresenta uma
comparacao dos valores de peréxido em funcédo do tempo (dias) para todos os
Oleos estudados.

NYAM et al. (2009) estudaram o valor de perdxido nos 6leos de diversas
sementes. Eles observaram que as sementes que apresentaram maior teor de
acido linoléico (C18:2) obtiveram o maior valor de peroxido. Ja o 6leo que
apresentava menor valor de peroxido era predominante a presenca de acido
oléico (C18:1).

A oxidacdo dos O6leos ocorre quando o oxigénio atmosférico ou
dissolvido no 6leo reage com os acidos graxos insaturados, que sao tanto mais
reativos quanto maior o numero de insaturacdes em sua cadeia (MORETTO,
1998). A peroxidagdo de &cidos graxos poliinsaturados leva a formagéo de
malonaldeidos, que podem provocar o acumulo de colesterol nos vasos
sanglineos e, consequentemente, a problemas cardiovasculares e cancer
(AMBROSIO et al., 2003).
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Gréfico 1 — Relacdo entre os valores de peréxidos nos éleos de noni, caju A e SP3 e dendé

em funcao do tempo.

4.3 — DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES FIXOS DO OLEO DAS
SEMENTES DE Morinda citrifolia L. (NONI), CASTANHA DE CAJU A,
CASTANHA DE CAJU SP3 E DENDE

Os oleos das sementes de Morinda citrifolia L. (noni), caju A, caju SP3 e
dendé foram submetidos as reacdes de saponificacdo e esterificacéo,
resultando na obtencdo dos ésteres metilicos segundo o procedimento
experimental (item 5.12, pagina 91). Com os dados obtidos a partir da analise
por CG/EM, foi possivel caracterizar os ésteres metilicos referentes aos 6leos
de noni (Figura 32), caju A (Figura 33), caju SP3 (Figura 34), e dendé (Figura
35); os espectros de massa de cada éster metilico obtido (figuras 36 a 44). Na
tabela 7 estéo listados todos os acidos graxos que sao referentes aos ésteres
observados no espectrémetro de massa.

O 6leo da semente de M. citrifolia L. (noni) é rico em &cido octadeca-
9,12-diendico (acido linoléico), acido graxo popularmente chamado de w-6 e
gue é considerado um acido graxo essencial responsavel por facilitar a rigidez
das células, coagulacdo do sangue e respostas inflamatdrias as agressdes
exteriores. WEST et al. (2008) quantificou &cidos graxos na semente de noni e

também obteve elevados teores de acido linoléico (59%). Em relacdo aos
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demais 6leos da tabela 7, o 6leo de noni foi o que apresentou o mais elevado

teor do acido linoléico, sendo, para os demais, a presenca predominante do

acido octadeca-9-endico (acido oléico).

Tabela 7 — Acidos graxos dos 6leos de noni, caju A, caju SP3 e dendé

Acidos graxos Morinda citrifolia L.(%)

Caju A (%)

Caju SP3 (%) Dendé (%)

Acido hexadecandico (C16:0)

10,51

Acido hexadeca-9-endico (C16:1) R
Acido octadecanoico (C18:0) 3,97
Acido octadeca-9-endico (C18:1) 8,25
Acido octadeca-9,12-diendico (C18:2) 76,82
Acido eicosandico (C20:0) 0,45

Acido eicosa-11-endico (C20:1)
Acido docosandico (C22:0)
Acido tetracosandico (C24:0)

10,46 8,63 43,18
0,28 - -
6,89 8,76 5,46
73,72 65,31 43,14
7,54 17,3 8,22
0,55 - -
0,27 - -
0,12 - -
0,17 - -
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Figura 32 - Cromatograma dos acidos graxos de noni
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Figura 44 - Espectro de massa do acido tetracosanéico

4.4 — ATIVIDADE LARVICIDA FRENTE AS LARVAS DE AEDES AEGYPTI

O extrato hexénico das sementes de Morinda citrifolia L. (noni)
apresentou CLso de 518,6 + 20,8 mg.L™ para as larvas PAN (gréfico 2), porém
para as larvas ROCK ndo apresentou atividade. O extrato etandlico testado

também ndo apresentou atividade para ambos os tipos de larvas.
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Gréafico 2 — Relacdo entre a concentracdo do extrato hexanico e larvas (PAN) mortas

PING et al. ( 2009) observaram o potencial larvicida contra as larvas do
aedes aegypti dos extratos obtidos das raizes de noni e, com esse estudo,
chegaram ao isolamento da 1-hidroxi-2metil-antraquinona. Tanto essa

substancia quanto o extrato apresentaram elevado potencial larvicida.

4.5 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO
RADICAL LIVRE DPPH DAS SEMENTES DE Morinda citrifolia L. (NONI)

4.5.1 — Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH do
extrato etandlico das sementes de Morinda citrifolia L. (noni) e as suas
subfracdes

O extrato etanodlico das sementes de noni e as suas fragbes (SMCE-1,
SMCE-2, SMCE-3, SMCE-4), obtidas segundo o procedimento experimental
(item 5.9, pagina 88), foram analisados quanto ao seu potencial antioxidante
pelo método do radical livre DPPH. O extrato e as fracbes foram testados a
uma concentracdo de 25 a 500 mg/L, realizados em duplicatas. O extrato
etandlico das sementes de Morinda citrifolia L. (noni) mostrou um valor de 1Csg
para a atividade antioxidante de 171,68 mg/L. A fracdo acetato de etila
apresentou-se como a fragdo mais ativa entre as estudadas (tabela 8), cujo a
atividade de capturar o radical livre DPPH foi mais eficiente que o proprio
extrato etanodlico. Possivelmente, essa fracdo pode conter uma grande
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guantidade de substancias com carater fendlico, que conferem essa
caracteristica. A fracdo diclorometano também apresentou uma boa acéo
antioxidante (ICsp de 85,21 mg/L), 0 que pode estar relacionado a substancia
americanina A (que foi isolada neste trabalho). Segundo SU et al. (2005), o
isolamento da americanina A nos frutos de Morinda citrifolia L. (noni) pode ser

uma das principais substancias responsaveis pela boa acdo antioxidante

encontrada no suco de noni.

Tabela 8 - Valores de ICsy para o extrato etandlico de noni e suas fracées.

Material observado ICs0 (MQ/L)
Extrato etandlico 171,68 + 6,39
Fracdo hexano >500
Fracdo diclorometano | 85,21 +4,35
Fracdo acetato de etila | 48,15+ 3,77
Fracdo aquosa >500
Padrdo BHT 80,16 + 4,30

A partir dos valores de ICs listados na tabela 8, foi possivel compara-los
ao padrao BHT, que apresentou valor de I1Cso de 80,16 + 4,30 mg/L. A frac&o
diclorometano obteve resultado semelhante ao do padrdo, enquanto que a
fracdo acetato de etila apresentou um melhor resultado. A partir disso, um
ensaio bioguiado acerca de compostos antioxidantes podera ser realizado
tendo como objetivo observar quais substancias podem estar conferindo esse
caréter.

MASUDA et al. (2009) também observaram a atividade antioxidante do
extrato etandlico das sementes de Morinda citrifolia L. (noni) e destacaram
essa parte da planta com maior capacidade sequestradora de radicais livres,
guando comparado as folhas e aos frutos. Segundo os autores, o valor de ICsg
para os extratos das sementes de noni € de 12 mg/L, estando esse valor

diferente do encontrado nesse trabalho.

4.5.2 — Avaliagcdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH dos
extratos hexanico e metandélico das sementes nao fermentada e

fermentada de Morinda citrifolia L. (noni)
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Os extratos hexanico e metandlico das sementes ndo fermentada e
fermentada de noni foram analisados quanto ao seu potencial antioxidante de
acordo com a metodologia do radical livre DPPH, descrita no procedimento
experimental (item 5.14.2, pagina 93). Os valores de ICso para esses extratos
estdo expostos na tabela 9. Para os extratos hexanicos, os valores de ICs
foram maiores que 10000 mg/L, sendo considerados inativos quanto a esse
potencial. Ja os extratos metandlicos das sementes de noni apresentaram
valores de ICso 70,0 e 210 mg/L, respectivamente, para a ndo fermentada e
fermentada. Com esses resultados, foi possivel concluir que existe uma
diferenca significativa na capacidade antioxidante apds o0 processo de
fermentacdo. Observa-se também que o valor da atividade antioxidante do
extrato etandlico (item 4.5.1, pagina 68) apresentou, aproximadamente, um
valor médio de ICsp quando comparado aos valores de ICsy dos extratos da

semente nao fermentada e fermentada de noni.

Tabela 9 - Valores de ICsy para o extrato hexanicos e metanolico ndo fermentadas e

fermentadas de noni

Material observado ICs0 (Mg/L)
Extrato hexanico nao fermentada >10000
Extrato hexanico fermentada >10000
Extrato metandlico ndo fermentada 70,0
Extrato metanélico fermentada 210,0

Essa diferenca observada na atividade antioxidante entre o material ndo
fermentado e fermentado de noni também foi observado no trabalho de YANG
et al. (2007), que estudaram a atividade antioxidante do suco de Morinda
citrifolia L. (noni) ndo fermentado e fermentado. Foi observado que o suco da
fruta ndo fermentado apresentou atividade antioxidante 90 % superior ao suco
da fruta fermentada. Os autores ainda afirmam que, apesar da popularidade
dos sucos fermentados de noni disponiveis comercialmente, o processo de
fermentacdo diminuiu bastante a atividade antioxidante do produto, na qual
essa acao é reduzida, significativamente, dentro de 2 semanas do processo

fermentativo e de forma mais gradual de 2 semanas a cerca de 3 meses. Com
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isso, pode-se justificar a significativa diferenca do potencia antioxidante entre

as sementes nao fermentadas e fermentadas encontradas nesse trabalho.

46 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS
METANOLICOS DAS SEMENTES NAO FERMENTADA E FERMENTADA DE
Morinda citrifolia L. (NONI)

Os extratos metandlicos das sementes nédo fermentada e fermentada
foram novamente analisados quanto ao seu potencial antioxidante, dessa vez
utiizando o método da hipoxantina/xantina oxidase. A metodologia esta
descrita no procedimento experimental (item 5.15.1, pagina 95). Cada extrato
foi testado a uma concentracdo de 0,5 a 4 mg/mL. Todos os testes foram
realizados em duplicatas. Os cromatogramas de CLAE-UV obtidos para o
ensaio foi calculado com base na quantidade dos difendis produzidos a partir
da variacdo da concentracdo dos extratos.

Pela analise do grafico 3, foi observado que as sementes de noni
apresentaram um bom resultado de atividade antioxidante. Contudo, foi obtida
uma pequena diferenca quanto aos seus valores relativos dos dois tipos de
sementes. Apds os calculos para determinar os valores do ICsg, foi observado
valores de 920 mg.L™" e 1140 mg.L™ para os extratos metandlico da semente
nao fermentada e fermentada, respectivamente. Dessa forma, para o ensaio
da hipoxantina/xantina oxidase, também foi observada que a semente nao

fermentada apresentou a atividade antioxidante melhor que a fermentada.

Atividade antioxidante das sementes de noni

—+—Farmentada

—&— Nao fermentada

massa extrato (ma)

Grafico 3 — Relagéo entre a massa dos extratos e o porcentual de inibicdo de DHBA
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47 - CARACTERIZACAO DAS SEMENTES NAO FERMENTADA E
FERMENTADA DE Morinda citrifolia L. (noni)

4.7.1 — Determinacé&o do pH do Ponto de Carga Zero (pHpcz)

Os resultados obtidos do procedimento experimental 5.16.1 (pagina 96)
estdo expostos no grafico 4 e mostram o pHpcz para as duas sementes: (A)
Semente fermentada e (B) Semente ndo fermentada. Pode-se observar que,
para os dois tipos de sementes, o pH do ponto de carga zero mostrou-se ser
acido, variando de 4,26 - 4,97 para as sementes fermentadas e de 5,08 — 5,53
para as ndo fermentadas. Isso significa que para a adsorcdo do Cr(VI), que
esta na forma de anion (Cr,0;* e CrO4%), devem-se utilizar solugdes com pH
menor que 4,26 para as sementes fermentadas como adsorvente e, ao utilizar

as nao fermentadas, deve-se utilizar solugbes com pH menor que 5,08.

12 4

11 4

10 4 —m—pH 3 10 —e—pHG6

| —e—pH6 g (2 pH 11
. A bH 11 .

pH
N
1

Massa (g) Massa (g)

Grafico 4 — pH do ponto de carga zero para as sementes fermentadas (A) e para as sementes
ndo fermentadas (B)

4.7.2 — Determinacgédo dos Grupos Superficiais

Nesse meétodo, descrito no procedimento experimental 5.16.2 (pagina
97), o NaHCO3; adicionado neutraliza somente os acidos carboxilicos, o
Na,COg3 neutraliza os grupos carboxilicos e lactdénicos, o NaOH neutraliza os
grupos carboxilicos, lactdénicos e fendlicos. Os grupos carbonilicos sé&o
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determinados pela diferenca de volumes consumidos entre a titulagdo com as
solucdes de 0,1 e 0,02 mol.L™* de NaOH.

Na tabela 10 estdo expostos todos os resultados obtidos para 0s grupos
presentes na superficie das sementes de noni. Nas sementes néo fermentadas
ndo foram encontrados grupos de acidos fortes como, por exemplo, 0s
carboxilicos. Elas sdo, especialmente, formadas por grupos fendlicos e
carbonilicos. Ela se destaca por apresentar grupos lacténicos, enquanto que a

semente fermentada n&o apresentou esse grupo.

Tabela 10 — Grupos Funcionais Superficiais da Semente Fermentada e Nao fermentadas

Grupos Superficiais Fermentada (mmol.g'l) +DP Né&o Fermentada (mmol.g"l) +DP

Carboxilicos 0,038 + 0,006 0,012 £ 0,00004
Lacténicos - 0,037 £ 0,00014
Fendlicos 0,311 £ 0,006 0,177 £ 00,0031

Carbonilicos 0,207 £ 0,002 0,202 + 0,0068

Basicos 0,05 + 0,0021 0,061 + 0,0021

Segundo PAGNANELLI et al. (2003), os grupos fendlicos e carbonilicos
sdo responsaveis por grande parte da remocdo de metais pesados, sendo

esses grupos os predominantes nas sementes de noni.

4.7.3 — Espectroscopia de Infravermelho (1V)

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho (IV) pode ser usada para
investigar os grupos predominantes na composicdo de uma amostra. Com
esses dados, foi possivel fazer uma relacdo entre os dados obitidos do IV e

dos grupos superficiais presentes e caracterizados no item 4.7.2 (pagina 72).
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Figura 45 — Andlise de Infravermelho para as sementes fermentadas e nao fermentadas. A.
Deformacéo axial de O H em ligacdo hidrogénio intermolecular, 3420 cm . B. Deformacao
axial C — H, 2930 cm™. C. Deformacéo axial normal C=0, 1750 — 1630 cm™. D. Deformacéo
aX|aI das Ilgat;oes C=C do anel, 1650-1450 cm™. E. Deformagcao axial de C — O, 1270 — 1040
cm™.

No espectro de infravermelho das sementes, grafico 6, foi possivel
distinguir algumas regides importantes:

e A primeira situada em 3420 cm™ observa-se uma banda de absorcéo
tipica de OH. Essa absorcédo foi atribuida a presenca de grupos OH de fendis,
pois, em geral, a presenca significativa de deformacdo O-H de grupos
carboxilicos se caracteriza por uma acentuada absorcao, estendendo-se até
2500 cm™

e As absorcdes localizadas na regido de 3000 até 2800 cm™ s&o
caracteristicas de vibracdes simétricas e assimétricas de grupos metilas e
metilenos.

e A regido de 1650 até 1450 cm™ do espectro é onde normalmente se
observa a sobreposicdo de véarias bandas de absor¢cdo, que podem ser
deslocadas para valores menores de comprimento de onda, que ¢€
caracteristico do estiramento da ligacdo C=C de grupos aromaticos.

e A absorcao situada em 1750 — 1630 cm™ é caracteristica do estiramento
de carbonila (C=0), que juntamente com vibracdo de deformacdo axial da
ligacdo C-O, que aparece na regido de 1270 até 1040 cm™, pode sugerir a
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presenca tanto de &cidos carboxilicos como de ésteres ou lactonas ligados a
grupos aromaticos.

 Na faixa de 1200 até 900 cm™ podemos observar bandas relacionadas
a ligacdo C-OH, referentes as desdobramentos axiais C-O e angular O-H.
Estas absor¢cdes podem confirmar a presenca de estruturas fendlicas.

e Na regido que vai de 750 até 450 cm™ supostamente apresenta
aromaticos com substituicdo no anel.

As regides caracteristicas encontradas acima foram citadas baseadas em
SILVESTEIN (2000). Os resultados desta analise sdo concordantes com o0s
obtidos no item 4.7.2 (pagina 74), onde grupos fendlicos e carbonilicos foram

identificados e predominantes no material.
4.7.4 — Fluorescéncia de raio X

O espectrobmetro de fluorescéncia de raios-X € um instrumento que
determina, quantitativamente, os elementos presentes em uma determinada

amostra. A tabela 11 apresenta a composicao das sementes (%).

Tabela 11 - Resultado da Fluorescéncia para as sementes

Fermentada (massaem %) Nao Fermenta(g/z;l) (massa em
Ca 46,77 Ca 4224
K 26,47 K 27,72
P 7,54 P 9.89
Al 3,95 Al 6.53
Si 4,32 Si 5,87
S 4,25 S 538
Cl 4,15 Cl 236
Fe 2,56 Fe N&o detectado

Segundo os dados obtidos da caracterizagdo quimica das sementes ndo
fermentada e fermentada de Morinda citrifolia L. (noni), ndo foi observado uma
diferenca significativa entre as duas sementes, porém houve a auséncia de
grupos lacténicos nas sementes fermentadas e também houve a presenca de

ferro. Provavelmente, esse ferro estava complexionado com algum grupo
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organico na semente nado fermentada (talvez os lactonicos) e que, com a
fermentacdo, esses grupos lacténicos foram modificados e liberados os atomos
de ferro. Segundo RAM (2003), com o processo de fermentacdo, os acucares
OU outros grupos organicos no suco do noni sdo convertidos a acidos organicos
(aumento dos grupos carboxilicos na semente fermentada, resultado
observado na caracterizacdo quimica dos grupos superficiais) que resultam na

reducéo do pH e elevacao da acidez.

4.7.5 — Determinacdo da quantidade de matéria organica

Este parametro foi observado pelo método gravimétrico, segundo o
procedimento experimental (item 5.16.5, pagina 99). A partir da diferenca de
massa antes e ap0s o aguecimento, obtiveram-se 0s seguintes resultados: teor
de matéria organica da semente fermentada de 98,68%, e um teor de matéria

organica da semente ndo fermentada de 98,14%.

48 - ESTUDO DA REMOCAO DO CROMO NAS SEMENTES NAO
FERMENTADAS DE Morinda citrifolia L. (NONI)

O tratamento de efluentes a partir de residuos agroindustriais vem sendo
estudado para auxiliar empresas a se adequarem as leis ambientais vigentes,
de tal forma que seus efluentes se enquadrem nos padrdes exigidos, sem
encarecer demasiadamente o processo produtivo e, principalmente, sem
agressao ao meio ambiente. Nesse quadro pode se encontrar as sementes de
noni (Morinda citrifolia L.) que em varios paises, principalmente na Polinésia, as
suas sementes sao rejeitadas. Com isso, elas podem ser consideradas um
produto de baixo custo e de facil acesso. Aléem disso, os estudos quimicos
apontam a presenca de substancias fendlicas em todas as partes da planta,
substancias essas que podem agir como agente removedor de metais.

Segundo os resultados obtidos dos ensaios de remocdo de cromo

descritos no procedimento experimental (item 5.17, pagina 98); foi possivel a
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confeccao do grafico 7, no qual estdo representadas as variacdes de Crroral,
Cr(VI) e Cr(lll) em funcao da variagcédo do tempo.
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Grafico 5 — Variagéo da concentracdo de cromo em funcdo do tempo

Através do gréfico 5, foi observado que praticamente todo o Cr(VI) foi
removido da solucdo. Observa-se que, em 240 minutos, a concentracao de
Cr(VI) presente na amostra € de, aproximadamente, 6,0 mg/L. Porém, na
analise de CrroraL, €SSa mesma amostra apresentou uma quantidade de 25,76
mg/L. A partir desses resultados, foi possivel concluir que parte desse Cr(VI),
presente na solucdo, é reduzido a Cr(lll). Essa concentracdo de Cr(lll) foi
obtida pela diferenca entre o Crrota. € Cr(VI) e é possivel observar o
surgimento do Cr (lll) na medida que ha o decréscimo de Cr(VI).

GONZALEZ et al. (2006) investigaram a adsorcdo de Cr (V1) utilizando
Agave lechuguilla. Segundo os autores, o potencial adsorvente de Agave
lechuguilla, em pH 2,0, pode ter ocorrido devido a atracdo eletrostatica do
anion de Cr (VI) com a carga positiva das aminas protonados presentes no
biomaterial, ou também devido a reducdo de Cr (VI) para Cr (lll), e
subsequente ligacao de Cr (Ill) a biomassa. A adsorcao de Cr (Ill), pela Agave
lechuguilla, foi devido as interagbes com grupos carboxilas localizados na

superficie do adsorvente, fendmeno que também pode esta ocorrendo com as
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sementes de noni, uma vez que, segundo a andlise dos grupos superficiais,
foram detectados grupos carboxilicos na mesma.

Nas Uultimas décadas, muitos trabalhos foram publicados sobre a
adsorcao de Cr (VI) a partir de biomateriais. Os estudos iniciais mostravam que
o Cr (VI) era removido da fase aquosa através de uma adsor¢ao anidnica entre
0 anion cromato e o adsorvente. Porém, esta abordagem tem sido modificada.
Recentemente, observou-se que estes resultados foram mal interpretados
devido a erros na medicdo das concentracdes de cromo em diferentes estagios
de oxidacdo, o tempo de contacto insuficiente necessario para o equilibrio e a
falta de informacdes sobre o estado de oxidacdo do cromo ligado ao
biomaterial (MOHAN E PITTMAN, 2006).

O gréfico 8 aponta a capacidade de remoc&o do cromo pelas sementes
de Morinda citrifolia L. (noni). Observou-se que, apos um periodo de 240
minutos, o percentual de remoc¢ao do metal foi de 44,2%. Porém, na solucéo
houve uma reducéo de Cr(VI) para Cr(lll) de 42,6%, sendo que 13,0% de
Cr(VIl) inicial permaneceu inalterado. PARK et al. (2007) observaram um
percentual de remocéao de CrroraL Nas cascas de amendoim, folha da madeira
e casca da laranja semelhante ao percentual encontrado nesse trabalho

(aproximadamente 40%).
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Grafico 6 — Percentual de cromo removido pela semente de M. citrifolia L. (noni)
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Segundo ELANGOVAN et al. (2008) a possivel adsor¢ao do Cr (VI) deu-
se, primeiramente, com a sua reducdo para Cr (Ill) e, posteriormente, ele foi
adsorvido pelo biossorvente. Segundo os autores, esse fenébmeno de redugéo
pode ocorrer com a ajuda de taninos e compostos fendlicos, substancias que
estdo presentes nas sementes devido a sua caracterizacao quimica dos grupos
superficiais e também devido a substancia que foi isolada (americanina A) que
€ um fendlico que apresenta um bom potencial de oxidacdo, podendo favorecer
a reducdo do Cr( VI) para o Cr(lll). O convertido Cr (lll) ou fica presente na
solucéo ou pode esta ligado a biomassa. Na figura 45 estéo representados dois
mecanismos propostos por PARK et al. (2007) para o processo de adsor¢ao do

cromo em biomateriais.

MECANISMO I MECANISMO |
HCrO,~ H* 4 Cr’*\ HCrO,"
H*
(e NS
“ e 0 e
A LA A A AT A
/ /1 BiowatErAL - ’ //// _

//
//////////4//////////////////////’ % _

A Grupos carregados positivamente
<:> Grupos ligado ao Cr

e | Grupos doador de eletrons

Figura 46 - Representacdo do mecanismo de adsor¢éo do cromo.
FONTE: PARK et al., 2007

No mecanismo | (mecanismo de reducdo direta), ocorrido em fase
aguosa, o Cr (VI) é diretamente reduzido para Cr (Ill) devido a doacao de
elétrons por parte dos grupos doadores que estdo presentes no biomaterial.
Nesse caso, o Cr (lll) reduzido forma complexos com o biomaterial ou
permanece na fase aquosa. O mecanismo Il (mecanismo de reducao indireta)
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consiste em trés etapas: (i) a vinculacdo do anion de Cr (VI) com os grupos
positivamente carregados presentes na superficie do biomaterial, (ii) a reducao
de Cr (VI) para Cr (lll) por elétrons provenientes de grupos doadores, e (iii)) a
liberacéo do reduzido Cr (lll) na fase aquosa devido a repulséo eletrénica entre
0s grupos carregados positivamente e do Cr (lll), ou a complexacdo do
reduzido Cr(lll) com os grupos adjacentes. Grupos carboxila podem tomar
parte na reacao (i) do mecanismo Il (SAWALHA et al., 2007). Com a redugéo
do pH um grande nudmero de ions de hidrogénio pode facilmente coordenar
com 0s grupos amina e carboxila presentes na superficie biomaterial. Assim,
um pH baixo faz com que a superficie do biomaterial fique carregada

positivamente.
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5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1- MATERIAL BOTANICO

As sementes de Morinda citrifolia L. — noni — (figura 47) foram fornecidas
pela Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias (EMBRAPA) -
Agroindustria Tropical. As frutas foram colhidas na fazenda da EMBRAPA no
municipio de Trairi, no estado do Ceara, em janeiro de 2008. A identificacdo
botanica da espécie foi realizada pelo Herbario Prisco Bezerra do
departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara, local cujas

exsicatas encontram-se depositadas (n° 44.566).

Figura 47 — Sementes de Morinda citrifolia L. (noni)

5.2 - METODOS CROMATOGRAFICOS

Para o fracionamento dos extratos das sementes de Morinda citrifolia L.
empregou-se a técnica de adsorcdo em coluna, utlizando como fase
estacionaria gel de silica da marca VETEC (70-230 mesh). A dimenséo e o
comprimento das colunas variaram de acordo com as quantidades de material
a ser cromatografado e de gel de silica utilizada. Para cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizou-se cromatoplacas de silica gel 60 F 254 da
Merck, com revestimento em silica de 0,25 mm de espessura.

A revelagdo das substancias analisadas em cromatoplacas foi obtida

pela pulverizagdo com vanilina. Apos a pulverizagdo dos reveladores, as
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cromatoplacas foram colocadas em estufa a 110 °C por aproximadamente 5

minutos.

5.3 - METODOS ESPECTROSCOPICOS

5.3.1 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN *H) e de carbono-13 (RMN **C)

Os espectros de RMN 'H e RMN *C unidimensionais (1D) e
bidimensionais (2D), foram obtidos em espectrébmetros Brucker, modelo
Avance DRX-300 e modelo DRX-500, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Ceara, operando na frequéncia do hidrogénio e do
carbono a 500 MHz.

As multiplicidades das absor¢cdes em RMN *H foram indicadas segundo
a convencao: singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), quarteto (q) e multipleto (m) e
as amostras analisadas foram dissolvidas em solventes deuterados:
cloroférmio (CDCI3), metanol (CD3OD) e piridina (CsDsN).

5.3.2 - Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massas do 6leo das sementes de noni e das
substancias isoladas foram obtidos por impacto eletrénico a 70 eV, em
espectrometro da marca Shimadzu, modelo QP 5050, DI-50, do Departamento
de Quimica da Universidade Federal do Ceara.

5.3.3 — Espectroscopia naregiao do Infravermelho (1V)

O espectro da absorcéo na regido do infravermelho (IV) foi obtido em
espectrometro da marca Perckin Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceara. Para a analise

da amostra solida utilizou-se pastilha de brometo de potassio (KBr).
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5.4 - PONTO DE FUSAO (PF)

O ponto de fusdo das substancias foi determinado em aparelho da
marca Microquimica, modelo APF-301. A determinacdo foi realizada a uma

velocidade de aquecimento de 2 °C/min.

5.5 - EXTRATOS DAS SEMENTES DE Morinda citrifolia L. (NONI)

As sementes de Morinda citrifolia L. (noni) despolpadas, lavadas e secas
em estufa (cedidas pela EMBRAPA Agroindustria Tropical), foram pulverizadas
em moinho elétrico. A obtencdo dos extratos deu-se a partir de 2,705kg de
sementes. Inicialmente, elas foram exaustivamente extraidas com hexano, a
temperatura ambiente, e, apdés a destilacdo do solvente em evaporador
rotativo, foi obtido o extrato hexanico (129,11g; 4,77%). Em seguida, ao
material restante, foi adicionado etanol (até total extracdo), a temperatura

ambiente, para a obtenc¢do do extrato etandlico (130,65g; 4,83%).

5.6 - ENSAIO BIOGUIADO DOS EXTRATOS DAS SEMENTES DE Morinda
citrifolia L. PARA A INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

O fracionamento bioguiado é uma abordagem que ja vem sendo
utilizada em varios trabalhos cientificos (KANG et al., 2001), e nesse trabalho o
fracionamento dos extratos foram realizados seguindo uma abordagem
bioguiada pelo ensaio de Ellman. O objetivo desse ensaio € encontrar
substancias que apresentam a propriedade de inibir a enzima
acetilcolinesterase, inibicdo essa que esta diretamente ligada ao tratamento da
doenca de Alzheimer (RHEE et al., 2001).

Este ensaio é baseado segundo ELLMAN et al. (1961), adaptado para
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), por RHEE et al. (2001). E
considerado um método colorimétrico e que pode ser utilizado de forma
gualitativa e quantitativa (no caso desse trabalho, foi utilizado apenas o modo

qualitativo). E um método rapido e sensivel para a sele¢cdo de amostras com
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acao anticolinesterasica. As reacfes que estdo envolvidas nesse método estdo
apresentadas no esquema 1.

0 0
|

/lk N*(CHa)3 I” + H,0 —»AChE s
S/\/ 2 /\O— + \/\N+(CH3)3 . on

iodeto de acetiltiocolina acetato
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\/\ OyN S
N + CH + \ B —
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~00C
OZNOS
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+ * O.N S”
XN(CHs)s 2
5 - mercaptotiocolina-2-nitrobenzoato 5 - tio-2-nitrobenzoato

Esquema 1 - Equagéo da reagéo do teste de Ellman

A metodologia de RHEE et al. (2001), utiliza uma aliquota de 2,5 pL dos
extratos (10mg/mL) aplicados em uma cromatoplaca. Apds a evaporacdo dos
solventes, pulverizou-se uma mistura (1:1) de iodeto de acetiltiocolina (ATCI)
1mmol.L’* com o reagente de Ellman [acido 5,5 — Ditiobis-(2-nitrobenzéico,
DTNB, 1 mmol.L™], deixando em repouso por 3 min para a secagem da placa.
Em seguida, borrifou-se a enzima acetilcolinesterase 3 U/mL. Apds um periodo
de 10 minutos, ocorre o surgimento de uma coloragdo amarela na placa, porém
onde houve inibicdo da enzima, observou-se um halo branco em torno dos
“spots” onde foram aplicadas as amostras. Em 20 - 30 min a coloracéo
desapareceu. Como controle positivo foram utilizadas solu¢gbes dos padrbes
carbachol e cumarina (2 mg/mL) e controle negativo utilizados solventes. No
esquema 2 estéo apresentados as etapas desse método.
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——> Cromatoplaca

1 - Aplicagdo das amostras
2 — Evaporagéo do solvente
3 — Pulverizagao da solugéo (1:1) de ATCI + DTNB

4 — Borrifou-se a enzima acetilcolinesterase (3U/mL)
y
0+ ¢ 0

o @ o

Esquema 2 — Procedimento para a realizacdo do teste de Ellman

5.7 - TRATAMENTO CROMATOGRAFICO BIOGUIADO DO EXTRATO
HEXANICO - SMCH - DAS SEMENTES DE Morinda citrifolia L. (NONI)

O SMCH foi submetido ao ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE), utilizando o teste de Ellman, adaptado para CCD, de acordo com o
procedimento experimental do item 5.6 (pagina 83). O extrato apresentou
resultado positivo, evidenciado pelo halo inibitério branco em torno dos “spots”
na placa de coloracédo amarela. Com isso, esse extrato (60,06 g) foi adsorvido
em silica gel, pulverizado em gral de porcelana e submetido a uma coluna
filtrante, a qual foi eluida com os solventes organico hexano (SMCH-1),
diclorometano (SMCH-2), acetato de etila (SMCH-3) e metanol (n&o
apresentando material suficiente para posterior isolamento). A coluna filtrante
obteve um rendimento de 96,46%.

As fracbes obtidas, SMCH-1, SMCH-2 e SMCH-3, foram novamente
testadas frente ao potencial anticolinesterasico, apresentando-se ativa as
fracbes SMCH-2 e SMCH-3, porém a que se apresentou mais potente (maior
halo) foi a SMCH-3. Todos os dados obtidos dessa coluna estdo presentes no

fluxograma 1.

85



Capitulo 5 - Procedimento experimental

Extrato hexanico de Morinda citrifolia L. (60,069)

1. Coluna filtrante eluida com Hexano, diclorometano e
acetato de etila, todos 100%.

2. Evaporagéo do solvente.
Fraco hexano — SMCH-1 Fracdo diclorometano — SMCH-2 Frag&o acetato de etila — SMCH-3

Resultado positivo para
a inibicdo da enzima

Fluxograma 1 — Fracionamento bioguiado do extrato hexanico de noni

5.8 - FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO SMCH-3

Apresentando resultado positivo para a inibicdo da AChE, a fracdo SMCH-3
(2,24 g) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em gral de porcelana,
colocada no topo da coluna cromatogréafica também de gel de silica e eluida
com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou
em misturas binarias, resultando em 95 fracdes.

Apoés a andlise cromatografica (em CCD), as fragbes numeradas de 22-42
apresentaram-se semelhantes sendo reunidas e, dessa forma, chamada de
SMCH-31 (0,13 g). Tratamento semelhante foi dado as fracdes de 75-80, que
também se apresentaram semelhantes e, apds serem reunidas, passou a ser
chamada de SMCH-32 (0,24 g).

A fracdo 22-42 (SMCH-31) foi purificada em coluna de silica gel utilizando
os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puro ou em
misturas binarias. Apos a finalizacdo da coluna, no total de 55 fragdes, as que
apresentaram numeracdo de 9-25 se apresentaram na forma de um solido
branco e, ao analisa-las em CCD, foi possivel constatar que se tratava de uma
Gnica substancia com ponto de fuséo de 133,7-136,3 °C, sendo denominada de
SMCH-311. Dados obtidos de RMN *H e comparacdo com padrdo e dados da
literatura constataram que SMCH-311 trata-se de uma mistura bastante comum
de esterdides.

A fracdo 75-80 (SMCH-32) também foi purificada em coluna de gel de silica

utilizando os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puro

86



Capitulo 5 - Procedimento experimental

ou em misturas bindrias. A coluna obteve um total de 43 fracdes, das quais as
de numero 22-26 se apresentaram na forma de solido branco amorfo, apés
analise em CCD, foram unificadas e, ap0s recristalizacdo com acetona, foi
obtida uma fragdo com ponto de fusdo de 233,2 a 235,70 °C. Apds andlise de
RMN 'H, RMN '3C e os bidimensionais, constataram-se o isolamento de um
triterpeno.

59 — TRATAMENTO CROMATOGRAFICO BIOGUIADO DO EXTRATO
ETANOLICO — SMCE — DAS SEMENTES DE Morinda citrifolia L. (NONI)

O SMCE apresentou resultado positivo para a inibicdo da AChE,
seguindo a metodologia descrita no item 5.6 (pagina 83). A partir desse
resultado positivo, 51,24g desse material foi solubilizado em 100 mL de uma
mistura de metanol:agua (1:1) e submetido a uma particAo com hexano
(4x100mL), diclorometano (5x100mL) e acetato de etila (3x100mL), segundo o
fluxograma 3, obtendo um rendimento de 94,63%. Todas as fragdes foram
testadas novamente através do ensaio de inibicdo da AChE e os resultados
indicaram a fracdo diclorometano como a mais ativa frente essa atividade,

observe o fluxograma 2.

5.10 - FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO SMCE-2

Devido a potencial atividade da fracdo SMCE-2 para a inibicdo da
enzima AChE, esse material (3,8911 g) foi adsorvido em silica gel, pulverizado
em gral de porcelana e submetido a uma coluna semi-filtrante, a qual foi eluida
com os solventes organico hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas binarias (sempre 50% de cada solvente). O material
retirado com hexano e a mistura hexano:diclorometano (1:1) teve seu estudo
descontinuado devido a escassez de material, porém as demais fragdes foram
obtidas em quantidades significativas. Na tabela 12 estdo descritos o0s
solventes utilizados, juntamente com a quantidade de material obtido de cada

um dessas sub-fracfes, o teor de cada uma, bem como os resultados de sua
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acdo anticolinesterasica. Esse tratamento cromatografico obteve um
rendimento de 95,2 %.

A fracdo SMCE-24 (1,65 g) foi submetida a uma coluna cromatografica,
utilizando silica gel e, ap0s a eluicho com o0s solventes organicos hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol puro e em misturas binarias, obteve-
se 53 fracdes. Apbs a rotaevaporacdo dos solventes, a fragdo 43 apresentou
um precipitado levemente amarelo e insolivel em acetato de etila. Dessa
forma, essa fracdo foi lavada exaustivamente com esse solvente e centrifugado
a cada lavagem, para a obtencdo de um sélido cristalino amarelo, denominado
de SMCE-243. Ap6s os dados obtidos de RMN 'H, RMN *C, espectros
bidimensionais e comparacdo com dados da literatura, constaram-se que

SMCE-243 trata-se de uma neolignana com ponto de fuséo de 174-175,5 °C .

Extrato etandlico de Morinda citrifolia L. (51,24Q9)

1.  Solubilizagdo em 100mL MeOH:H,0 (1:1)
2. Adicao de hexano (4x100mL)
3. Evaporagéo do solvente
Torta Frag&o hexano — SMCE-1
- . (27,17 9)
4.  Adicéo de diclorometano (5x100mL)
5. Evaporagéo do solvente
Frac&o diclorometano — SMCE-2 Torta
(4,08 g) 6.  Adicéo de acetato de etila (3x100mL)

7.  Evaporagédo do solvente

Resultado positivo para
a inibicdo da enzima

Fragdo acetato de etila — SMCE - 3 Fracdo dgua — SMCE-4
(5,50 9) (11,74 g)

Fluxograma 2 — Fracionamento bioguiado do extrato etanélico de noni
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Tabela 12 - Fracdes obtidas da coluna semifiltrante do extrato etandlico de noni

Solvente massa (9) teor (%) Acdo anticolinesterasica

Hexano

Hexano:diclorometano (1:1)

diclorometano — SMCE-23 0,41 10,62 POSITIVO
diclorometano:acetato de etila (1:1) — SMCE-24 1,66 42,61 POSITIVO
acetato de etila — SMCE-25 0,56 14,45

acetato de etila:metanol (1:1) — SMCE-26 0,93 24,00

metanol — SMCE-27 0,14 3,52

5.11 - ESTUDO DA ESTABILIDADE TERMICA DOS OLEOS DAS
SEMENTES DE Morinda citrifolia L. (NONI), DAS CASTANHAS DE CAJU A
E SP3 E DO DENDE

O estudo da estabilidade térmica do 6leo de M. citrifolia L. (noni) foi
realizado na EMBRAPA Agroindustria Tropical. Para a comparacéo do valor de
peréxido obtido no 6leo de noni, tratamento semelhante foi feito para 6leos de
dois tipos de castanhas de caju, denominadas de caju A e caju SP3 (ambas
cedidas pela empresa CIONE, Fortaleza) e o 6leo de dendé, obtido no
comércio de Salvador. Para a obtencao dos 6leos das castanhas dos dois tipos
de caju, 250 g de cada uma foram extraidas com hexano, em aparelho de
Soxhlet, por um periodo de 6 horas. Apds a extracdo e remoc¢ao do solvente,
foi obtido o 6leo bruto (caju A com 35% de 6leo e caju SP3 com 29% de 6leo).

Para a realizacdo desse método, os Oleos de noni, caju A, caju SP3 e
dendé (aproximadamente 5g) foi acondicionado, separadamente, em diversos
tubos Pyrex com rosca e envoltos com papel aluminio. Esses materiais foram
armazenados em estufa a 60 °C por 30 dias. A estabilidade térmica do 6leo foi
avaliada através dos valores de peroxidos (VP) quantificados no periodo de O,
5, 10 e 20 dias. O VP foi determinado através do método iodométrico, segundo
AOAC (1990). Este procedimento determina a presengca de substancias
capazes de oxidar o lodeto de Potassio (Kl). Estas substancias sdo geralmente
consideradas como peroxidos resultantes da oxidacdo da gordura. Observe a

equacao abaixo, que representa as reacdes envolvidas nesse método.
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Analito oxidante+2 I —— |, (soluvel de cor amarelo)
I, + 25,0, —— 21 + 5,0,

O método consiste na solubilizagcdo dos 6leos em 30 mL de uma solucéo de
acido acetico:cloroférmio (3:2, v/v) e adicdo de 0,5 mL de uma solucéo
saturada de iodeto de potassio. Apds 1 minuto, em ambiente escuro, adicionou-
se 30 mL de agua destilada, resultando em uma solucdo de coloracdo
amarelada. A titulacéo foi procedida com uma solucdo 0,02mol.L™ de tiosulfato

de sédio (NayS,03) e os valores de peréxidos expressos em meq O, .kg™.

5.12 — ESTUDO DOS ACIDOS GRAXOS DOS OLEOS DAS SEMENTES DE
Morinda citrifolia L. (NONI), DAS CASTANHAS DE CAJU A E SP3, E DO
DENDE

A esterificagdo dos 6leos das sementes de noni, das castanhas do caju
A e caju SP3 e do 0Oleo de dendé foi seguida de acordo com HARTMAN E
LAGO (1973), a qual se faz necessarias duas solucbes: Reagente de
saponificacdo (KOH em metanol 0,5 mol.L™") e Reagente de esterificacéo
(Solucéo de acido sulfrico em metanol).

Os oleos (cerca de 200 a 500 mg) foram acondicionados em balbes de
fundo reto, contendo pedras de ebulicdo, e adicionado, em cada um, 5 mL do
reagente de saponificacdo. A mistura foi aquecida e mantida em refluxo por 3-5
minutos. Em seguida, foram adicionados 15 mL do reagente de esterificacao, a
solucdo quente, e mantida novamente em refluxo por mais 3 minutos. Apos o
resfriamento, a mesma foi transferida para um funil de decantacdo, contendo
25 mL de éter de petrdleo. ApOs a remocao da fase aquosa, a fragdo orgéanica
foi lavada com solucdo saturada de NaCl (3 lavagens), sendo novamente
descartadas as fases aquosas. A fase organica foi guardada sob refrigeracéo
para a injecdo em cromatografia gasosa acoplado ao espectrometro de massa
(CG/EM). Essa técnica foi realizada no CG/EM da marca Shimadzu, modelo
QP 5050, Coluna OV5 de dimetil polisiloxano com 30 m de comprimento,

didmetro interno de 0,25 mm e 0,25 pum de filme. O gradiente de andlise foi de
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20 °C/min ( na variacdo de 80 — 180 °C) e elevado para 24 °C/min (na variagdo
de 180 — 300 °C), sendo a temperatura do injetor de 280 °C e um fluxo de gas
de 1 mL/min, com o0 gas Heélio como gas de arraste. As analises foram
realizadas no CG/EM do Departamento de Quimica da Universidade Federal

do Ceara.

5.13 — ESTUDO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS EXTRATOS HEXANICO E
ETANOLICO DAS SEMENTES DE Morinda citrifolia L. (NONI)

Foram realizados bioensaios para a determinacdo da atividade larvicida
frente as larvas do mosquito vetor da dengue Aedes aegypti. Os ensaios foram
realizados no laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Ceara. As larvas foram cedidas pelo Nucleo de Vetores do Estado do Ceara
(NUVET), estando na forma de 3° estagio, e sendo essas larvas em dois tipos:
A larva denominada ROCK (isenta de contaminacdo) e a larva denominada
PAN (colhidas no bairro Pan Americano, no municipio de Fortaleza, Cear3,
sendo considerada mais resistente).

Os extratos hexanico e etandlico de Morinda citrifolia L. (noni) tiveram
sua atividade larvicida testada frente as larvas, segundo CAVALCANTI et al.
(2004), onde os extratos foram analisados em concentra¢des de 100, 250, 500
e 1000 mg.L™ . S&o adicionados 300 pL de dimetilsulféxido (DMSO) no extrato
e completados com agua até um volume de 20 mL. A essas solu¢des, foram
adicionadas 25 larvas que, apds um periodo de 24 horas, foram recontadas e
observadas o niamero de larvas mortas. O ensaio foi realizado em triplicata e
calculado o valor da DLsy. Paralelamente, foram realizados testes em branco,
utilizando-se DMSO.

5.14 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO
RADICAL LIVRE DPPH DAS SEMENTES DE Morinda citrifolia L. (NONI)

5.14.1 - Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH do
extrato etandlico das sementes de Morinda citrifolia L. (noni) e as suas

fracdes.
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A avaliacéo da atividade antioxidante do extrato etanolico das sementes
de Morinda citrifolia L. (noni) e as suas fragdes foi realizada pelo método do
radical livre DPPH, segundo BRAND-WILLIAMS et al. (1995). Os extratos
foram testados de 25 a 500 mg/L, todas em duplicata. Em 20 uL dessas
solucbes foram adicionados 180uL da solucdo de DPPH (20upg/mL),
comparando a um controle negativo (metanol). As leituras foram realizadas 30
minutos apos a mistura. O comprimento de onda utilizado pra deteccéo foi de
515nm, em espectrofotbmetro UV/VIS. Os valores de ICso foram calculados
através da relacdo: concentracdo de extrato versos percentual de DPPH

remanescente.

5.14.2 - Obtencdo dos extratos das sementes nao fermentada e
fermentada de noni para o estudo da atividade antioxidante.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante das sementes de Morinda
citrifolia L. (fornecidas pela EMBRAPA) foi feito um estudo separado das
sementes nao fermentadas e fermentadas da fruta, a fim de descobrir se
existem diferencas entre esses materiais quanto a esse parametro. Dessa
forma, 100 g de cada uma das sementes foram, inicialmente, extraidas com
hexano (500 mL) em aparelho de Soxhlet, por um periodo de 6 horas. Apos a
remogédo da gordura, foi adicionado metanol (500 mL) e, novamente, essas
sementes foram extraidas com esse solvente por mais 6 horas. Os solventes
foram removidos em evaporador rotativo e o0s extratos obtidos de cada
semente apresentaram o0s seguintes rendimentos: sementes nao fermentadas
(8,3% de extrato hexanico e 4,45% de extrato metandlico) e sementes
fermentadas (6,77% de extrato hexanico e 3,37% de extrato metandlico). Os
extratos metandlicos foram submetidos ao teste antioxidante pelo método da
hipoxantina/xantina oxidase descrita no item 5.15.1 (pagina 95), e o método do
radical livre DPPH descrita no item 5.14.3 (pagina 94).
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5.14.3 — Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH dos
extratos hexanico e metandlico das sementes ndo fermentada e

fermentada de Morinda citrifolia L. (noni)

A avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos hexanico e metandlico
das sementes ndo fermentada e fermentada de noni pelo método do radical
livre DPPH, segundo SILVA et al. (2006). As amostras foram analisadas nas
seguintes concentracdes: 50 a 1000 mg/L, todas em duplicata. Em 20 uL
dessas solugdes, foram adicionados 180uL da solugdo de DPPH (20pg/mL),
comparando-os a um controle negativo (DMSO). As leituras foram realizadas
15 minutos apés a mistura. Em geral, para essa metodologia usa-se um tempo
de 45 min, mas foi observado para os extratos de noni que em 15 minutos ja
era possivel estimar o valor de ICso. O comprimento de onda utilizado pra
deteccgédo foi de 515nm. Os valores de 1Cso foram calculados através da relacao
entre a concentracao de extrato versos percentual de DPPH remanescente.

Os ensaios da atividade antioxidante foram realizados pelo aluno de
Doutorado Ricardo Marques, na Division of Toxicology and Cancer Risk

Factors — German Cancer Research Center, Heidelberg, Alemanha.

5.15 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DA
HIPOXANTINA/XANTINA OXIDASE

O método da hipoxantina/xantina oxidase consiste em um sistema
enzimatico contendo a hipoxantina como substrato e a enzima xantina oxidase.
Esta enzima atua sobre a hipoxantina, oxidando-a a acido arico. Nessa etapa
h& a liberacdo de radicais hidroxilas (OH’), que por sua vez reagem com O
acido salicilico, presente no meio, e levam a formacédo dos &cidos benzoicos
diidroxilados [acido 2,3-diidroxibenzéico (2,3-DHBA) e acido 2,5-
diidroxibenzoico (2,5- DHBA)]. A hipoxantina e o &cido salicilico, incluindo os
produtos de oxidacdo de ambos, sdo previamente quantificados por um
experimento padrao utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(OWEN et al., 2001).
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Portanto, é possivel adicionar ao sistema uma amostra que tenha
capacidade antioxidante para ser avaliada. Assim, se a referida amostra
conseguir competir com o acido salicilico na captura do radical hidroxila,
menores quantidades de 2,3-DHBA, 2,5-DHBA serdo formadas (OWEN et al.,
2001). No esquema 3 esta representado o0 ensaio da hipoxantina/xantina
oxidase.

Hipoxantina OH
300 UM ‘
oumy L\

A
Xantina oxidase (18 mU)
Extratos (2 mg/mL)
O, 0,* + Felll (50 uM)/EDTA (500 uM)——» O2 + Fell/EDTA
H0 H202 + Fel/EDTA—» Felll/EDTA + OH +oH~ {OOH
@[OH
/ OH
oH 2,3-DHBA

COOH OH

|
Xantina NZ N OH .
| ) Acidosalicilico (2 mM o
H N~ TN

| Catecol
H

4

02 07 +Felll IEDTA—> Oz + FeII/EDTA( COOH
OH
H,0 H202 + Fel/EDTA —> Felll/EDTA + OH + C;H/@
H
2,5- DHBA
OH H
N7 N

O)\ | />—OH

H N~ N
e

Acido Urico

Esquema 3 - Representagéo do ensaio antioxidante hipoxantina/xantina oxidase

5.15.1 — Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos metandlicos nao

fermentada e fermentada das sementes de Morinda citrifolia L. (noni)

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos metandlicos das
sementes de Morinda citrifolia L. (noni) fermentada e ndo fermentada, utilizou-
se o0 ensaio da hipoxantina/xantina oxidase, segundo OWEN et al. (2001). Uma
solucéo inicial de 4mg/mL de cada extrato foi transferida em diferentes

aliquotas (10uL a 500 uL), em duplicada. Ap6s a adicdo da enzima, os tubos
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sdo incubados por trés horas a 37 °C. Apds a incubacéo foi retirada 20 pL da
mistura reacional para a andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). A fase movel utilizada consistiu em solucdo aquosa 2% de acido
aceético (solvente A) e metanol (solvente B), seguindo o tempo de eluicéo total
de 45 min e gradiente de: inicialmente 95%A:5%B por dois minutos,
75%A:25%B por oito minutos, 60%A:40%B por dez minutos, 50%A:50%B por
dez minutos e 0%A:100%B até o tempo final do experimento. A taxa de fluxo
da fase movel foi 1,0 mL/min.

As analises foram conduzidas no CLAE da Hewlett-Packard (HP) 1090,
coluna de octadecilsilano (C-18), detector ultravioleta (UV), ajustado a 325 nm,
para a deteccdo dos produtos da reacdo (acidos 2,5-diidroxibenzoico e 2,3-
diidroxibenzoico). As quantidades de difendis produzidos foram calculadas a
partir de curvas padrdes de ambos difendis- acidos 2,5-diidroxibenzdico e 2,3-
diidroxibenzoico- construidas a partir de cromatogramas obtidos a 325 nm, em
concentracdes de 0 a 1 mmol.L™". O tratamento dos dados foi realizado com um
software HP Chemstation em um PC.

Os ensaios da atividade antioxidante foram realizados pela aluna de
Doutorado Cleoni Virginio da Silveira, na Division of Toxicology and Cancer

Risk Factors — German Cancer Research Center, Heidelberg, Alemanha.

5.16 — CARACTERIZACAO DAS SEMENTES NAO FERMENTADA E
FERMENTADA DE Morinda citrifolia L. (NONI)

5.16.1 — Determinacé&o do pH do Ponto de Carga Zero (pHpcz)

O pHpcz € uma importante propriedade que deve ser verificada em
adsorventes, pois, a partir dessa analise, sabe-se qual o melhor pH para
adsorver os cations ou o0s anions, ja que o pH influencia diretamente no
processo de adsorcao. Em pH baixo, a superficie do adsorvente fica carregada
positivamente, causada pela presencga dos ions H* em solug&o. Ja em pH alto,

verifica-se uma carga superficial negativa.
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O pHpcz foi determinado seguindo o método da titulacdo por adicdo de
massa, segundo NOH E SCHWARZ (1990). Esse método consiste na adicédo
de diferentes quantidades de material (semente de noni) a 100 mL de uma
solucdo de NaNO;z 0,01 mol.L™, em pH 3, 6 e 11 (essas solucbes foram
preparadas a partir de HNO3 0,2mol.L"* com NaOH 0,1mol.L™*, dependendo do
pH desejado, com o auxilio de um aparelho de medi¢cédo de pH). Nesse ensaio,
as quantidades de sementes variaram de 0,05 a 10 g. Apds o contato dessas
solugbes com as sementes, o equilibrio de pH foi medido apds 24hs, sob

agitacdo, a temperatura ambiente.

5.16.2 — Determinacao dos Grupos Funcionais e Superficiais

As determinacdes dos grupos funcionais (grupos responsaveis pelo
carater adsorvente na superficie das sementes) foram realizadas através do
meétodo de neutralizagédo seletiva, segundo BOEHM (1966). Esse método tem
como objetivo quantificar os grupos (acido e basico) que estdo presentes na
superficie do material. Para isso, solucées de NaHCOs (0,02 mol.L™), Na,COs
(0,00 mol.L'"), NaOH (0,02 e 0,1 mol.LY), e HCI (0,02 mol.L™Y), foram
misturadas (20mL) com as sementes (200 mg), separadamente.
Paralelamente, foram feitos os brancos, no qual era misturada as sementes
(200 mg) com as respectivas solucdes (20 mL). Apés um periodo de 24hs, sob
agitacdo e a temperatura ambiente, foram separadas as sementes, por
filtracdo, e colhido o sobrenadante. Nesse ultimo, o excesso de acido ou de
base foi titulado com solucées padronizadas de HCI ou NaOH 0,02 mol.L™.

5.16.3 — Espectroscopia de Infravermelho

A andlise das duas sementes foi realizada pelo Laboratério de
Bioinorganica, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica (UFC). O
espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foi obtido em um
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espectrobmetro Perkin-Elmer, modelo FT-IR SPECTRUM 1000, utilizando-se
pastilhas de brometo de potassio (KBr) para a analise das amostras sélidas.

5.16.4 — Fluorescéncia de raio X

As amostras das duas sementes foram analisadas no aparelho de
fluorescéncia de raios X no Laboratorio de Raio X, do Departamento de Fisica
(UFC).

5.16.5 — Determinacao da quantidade de matéria organica

A analise quantitativa da matéria organica foi realizada pelo método
gravimétrico, onde as sementes fermentadas e n&o fermentadas foram
aguecidas em forno mufla, numa temperatura de 550°C, por um periodo de trés

horas.

5.17 — ESTUDO DA REMOCAO DE CROMO NAS SEMENTES NAO
FERMENTADAS DE Morinda citrifolia L. (NONI)

5.17.1 — Remocéao de cromo pelas sementes de Morinda citrifolia L. (noni)

Os ensaios de adsorcao de Cr (VI) foram realizados, primeiramente, com
as sementes nao fermentadas de Morinda citrifolia L. (noni), pois, segundo os
dados obtidos da caracterizacdo, essas sementes possivelmente se
comportariam de maneira semelhante. A partir dos resultados obtidos nas
sementes ndo fermentadas, serd possivel encontrar uma condigéo ideal para
serem testadas nas sementes fermentadas da mesma planta.

As sementes de 0,25 cm foram lavadas com agua de MilliQ e secadas em
estufa a 105 °C. Foi utilizada uma solucdo estoque de 1000 mg.L™ de cromo
(V1), preparada a partir de dicromato de potassio (K,Cr,O7) em agua milli-Q.

Para o ensaio de remocao de cromo, a solucdo estoque foi diluida para 50
mg.L™ de Cr(VI) e colocada em contato com 0,5 g da semente, em pH 1. Essa
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mistura foi mantida sob agitacdo e foram colhidas aliquotas em cada intervalo
de tempo para a obtencdo da cinética da possivel remocao. As concentracdes

de Cr(VI) foram detectadas pelo método colorimétrico da 1,5 difenilcarbazida.

5.17.2 — Estudo da quantidade de Cr (VI) utilizando o método da 1,5

difenilcarbazida

A metodologia utilizada para observar a concentracdo de cromo (VI) nas
amostras foi 0 método espectrofotométrico que tem a 1,5-difenilcarbazida como
reagente cromogénico, seguindo a metodologia descrita no APHA (2005). Esse
reagente é seletivo para o Cr(VI), no qual nenhuma das outras espécies de
cromo serdo detectadas. Para isso, duas aliquotas de 200 pL séo coletadas a
cada intervalo de tempo (uma para a analise de cromo VI e outra para a analise
de cromo total). A aliquota de cromo (VI) foi transferida para um baldo de 25
mL, o pH foi ajustado para 1+0,3 com H,SO, P.A. (Merck), em seguida, foi
adicionado 200 pL da difenilcarbazida (5 g/L) e aferido para 25 mL. O ajuste de
pH ocorre devido ao complexo formado entre a 1,5-difenilcarbazida e Cr (VI)
ocorrer melhor em pH 1,0 = 0,3. As leituras foram feitas em um
Espectrofotdmetro UV/VIS (marca VARIAN modelo 1E), cubetas de 1 cm, e
realizadas leituras a 540 nm.

5.17.3 — Estudo da quantidade de CrroraL

A reducdo do Cr(VI) para Cr(lll) é relatado em varios trabalhos de
adsorcao de cromo por biomateriais. Para tal, foram também analisadas as
concentracdes de CrroraL (CrVI e Crlll) pela técnica de absorgédo atdomica. A
aliquota destinada a analise de Crrota. (200 pL) foi diluida para 10 mL e
analisada em absor¢éo atébmica (VARIAN AAFS 240, no laboratério de anélise
de agua — LANAGUA, UFC), onde é utilizada uma lampada de catodo oco

especifica para Cr, em comprimento de onda de 375,9 nm.
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6. CONCLUSOES

O estudo quimico bioguiado das sementes de Morinda citrifolia Linn
(noni) culminou no isolamento de quatro substancias conhecidas na literatura,
sendo estas uma mistura dos esterdides estigmasterol e B-sitosterol, além do
triterpeno pentaciclico acido ursélico, as quais foram isoladas do extrato
hexanico. No extrato etandlico foi possivel o isolamento da neolignana
americanina A. Segundo o levantamento bibliogréfico, recentemente essas

substancias foram citadas nas sementes de Morinda citrifolia Linn (noni).

No estudo do 6leo fixo das sementes de Morinda citrifolia Linn (noni) foi
possivel identificar a predominancia do acido octadeca-9,12-diendico (acido
linoléico-77%), sendo possivel também a identificacdo do acido palmitico,
estearico, oléico e aracdonico. Os o6leos de caju A, caju SP3 e dendé
apresentaram uma maior quantidade de o acido octadeca-9-endico (acido

oléico).

O estudo da atividade antioxidante das fracdes obtidas a partir do extrato
etandlico das sementes de noni, pelo método do radical livre DPPH, apontou a
fracdo acetato de etila com uma capacidade de capturar radicais livres maior
do que as demais fracbes, a qual pode ser submetida a posteriores
isolamentos de compostos com esse carater. Com relacdo a atividade
antioxidante dos extratos metanolicos das sementes ndo fermentada e
fermentada de noni, observou-se que o processo fermentativo reduz o carater

antioxidante da semente.

O estudo da atividade antioxidante das sementes ndo fermentadas e
fermentadas de Morinda citrifolia  Linn  (noni) pelo método da
hipoxantina/xantina oxidase mostrou uma pequena diferenca entre esses
materiais, sendo os valores de ICsy de cada uma de 1140 mg/L, para semente
fermentada, e de 920 mg/L, para a ndo fermentada. Dessa forma, no método

da hipoxantina também foi observado que a semente ndo fermentada
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apresentou melhor atividade antioxidante, quando comparada com a

fermentada.

Através das analises de caracterizacdo das sementes nao fermentada e
fermentada, pode-se observar que ambas as sementes apresentam grupos
semelhantes na sua superficie, diferenciando-se na presenca dos grupos
lactbnicos nas sementes ndo fermentada e a presenca de ferro na semente

fermentada.

Para o estudo de remocé&o de cromo pela semente de noni, pode-se
concluir que ela apresenta um bom carater de remocdo do metal em agua.
Sendo que, aproximadamente, 50% foi de remocéao total desse metal e 44,2%

de reducéao de cromo (VI) para cromo (lll), uma forma menos nociva a saude.
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7. CONSTANTES FIiSICAS

7.1 - SMCH-311

HO HO

estigmasterol B-sitosterol

P.F =133,7-136,3 °C
Aspecto = cristais incolores na forma de agulhas

Solubilidade = Cloroférmio

Espectrometria na regiéo do IV, KBr (cm™): 3420, 2937 e 2863, 1463, 1378,
1057 e 963

Espectrometria de RMN 1H (500 Mhz, CD3Cl3), 8: 0,69 (s); 1,01 (s) e 0,79 —
0,88 (m); 5,03 (m); 5,15 (M) e 5,35 (s); 3,54 (M).
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7.2 - SMCH-321

Acido ursodlico

F.M. = C30H4503

P.M. = 456 dalton
P.F.=233,2a235,7°C
Aspecto = sdlido amorfo branco

Solubilidade = mistura metanol:cloroférmio (1:1) e DMSO

Espectrometria de RMN *H [500 Mhz, CDCl;:CDsOD (1:1)], : 4,98 (1H, s);
2,92 (1H, dd); 1,93 (1H, d): 0,61 (3H, d); 0,69 (3H, d): 0,52 (3H, s), 0,57 (3H, S),
0,67 (3H, s), 0,75 (3H, s), 0,84 (3H, s): 0,47 (1H, d).

Espectrometria de RMN **C [125 Mhz, CDCls: CDsOD (1:1)], &: 26,5; 38,6;
38,5; 78,4; 55,1; 18,0; 32,9; 47,4; 36,7; 23,0; 125,3; 180,36, 138,03; 41,8; 27,8;
24,0; 48,7; 52,7; 38,8; 38,9; 30,4; 36,6; 27,7; 16,6; 15,2; 25,6.
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7.3 — SMCE-243

Americanina A

F.M. = C1gH160s

P.F. =174-175,5°C

Aspecto = sdlido amarelo em forma de agulha
Solubilidade = Piridina

Espectrometria de RMN *H [500 Mhz,CsDsN], &: 9,80; 3,96; 4,19; 4,41; 5,45

Espectrometria de RMN *3C [125 Mhz, CsDsN], &: 61,9; 78,1; 80,4; 116,8;
117,2; 117,8; 118,6; 120,3; 123,6; 127,9; 128,8; 129,0; 145,3; 148,2; 148,3;
148,7; 153,5; 194,2:.
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