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Resumo — O cumaru (Amburana cearensis A. C Smith — Fabaceae) é uma
planta medicinal nativa da Caatinga usada no tratamento de doencas respi-
ratérias. Compostos presentes na casca do caule, como cumarina, isocamp-
feridio e amburosideo A, sdo responsaveis pelas atividades broncodilatado-
ra, analgésica e anti-inflamatéria. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho
foi otimizar a extragdo do amburosideo A da casca do caule do cumaru, ava-
liando-se o efeito de diferentes processos: Soxhlet, maceragdo minamica
(MD) e extragao assistida por ultrassom (EAU). Diferentes solventes [agua,
etanol e agua + etanol 1:1(v/v)] foram utilizados. Também foi realizado um
planejamento experimental para avaliar a influéncia de algumas variaveis
(poténcia e tempo) na extragéo e remogéo dos agucares presentes no extra-
to por dois processos: adsorgéo e fermentacédo. Os extratos obtidos por MD
apresentaram os maiores teores do composto de interesse, principalmente
nas extragbes feitas com agua + etanol (1:1). Concentragbes semelhantes
de amburosideo A foram obtidas por EAU. Para este processo, verificamos
que a variavel poténcia e a interagdo poténcia x tempo foram significativas.
Como resultado, a melhor extragdo do amburosideo foi alcangada aplican-
do-se 100% de poténcia por 6 minutos. Com relagao a remogéo do agucar,
0 processo de adsorcao foi mais eficiente do que a fermentagéo; contudo,
ambos os métodos reduziram a concentracdo de amburosidio A. Sob essa
perspectiva, demonstramos que o extrato de cumaru pode ser obtido com
alto teor de amburosideo A por meio de MD ou EAU, processos mais sus-
tentaveis e energeticamente eficientes em comparagéo ao método conven-
cional de Soxhlet.

Termos para indexagao: cumaru, amburosidio A, Soxhlet, maceragéo
dindmica, ultrassom.

Extraction strategies for amburoside A from tonka bean
bark: optimization and preparation of extracts under
different conditions

Abstract — Cumaru (Amburana cearensis A. C Smith — Fabaceae) is a me-
dicinal plant native to the Caatinga biome, where is used to treat respirato-
ry diseases. Compounds present in the stem bark, such as coumarin, iso-



kaempferide and amburoside A, are responsible for
its bronchodilator, analgesic and anti-inflammatory
activities. In this context, the objective of this study
was to optimize the extraction of amburoside A from
the stem bark of cumaru, by evaluating the effect of
different processes: Soxhlet, Dynamic Maceration
(DM) and Ultrasound Assisted Extraction (UAE). Dif-
ferent solvents (water, ethanol and water + ethanol
1:1 viv) were used. Also, an experimental design
was carried out to evaluate the influence of some
variables (power and time) on the extraction and
removal of the sugars from the extract by two pro-
cesses: adsorption and fermentation. The extracts
obtained by DM presented the highest levels of the
compound of interest, mainly in the extractions per-
formed with water + ethanol (1:1). Similar concen-
trations of amburoside were obtained by UAE. For
this process, we found that the variables power and
power X time interaction were significant, as a result
the best extraction of amburoside A was achieved
by applying 100% power for 6 min. Regarding the
sugar removal, the adsorption process was more
efficient than fermentation, however both methods
reduced the concentration of amburoside A. Finally,
we demonstrated that cumaru extract can be pro-
duced with good content of amburoside A through
DM or UAE, which are clean processes and have
lower energy costs than the conventional method by
Sohxlet.

Index terms: cumaru, amburoside A, Soxhlet,
dinamic maceration, ultrasound.

Introducgao

Amburana cearensis A. C. Smith (sin. Torresea
cearensis Fr. All) pertence a familia Fabaceae,
subfamilia Papilionoideae, sendo, ao lado da
Amburana acreana, os Unicos representantes do
género. Esta espécie é popularmente chamada de
imburana-de-cheiro, cerejeira e cumaru, sendo o
ultimo o mais utilizado, causando confusdes com
outra leguminosa homénima, chamada Dipteryx
odorata, ambas ricas em cumarina. Ja o termo
imburana costuma provocar iguais equivocos na
identificacao, por se referir também a Commiphora
leptophloeos (Burseraceae), conhecida comumente
como imburana-de-espinho (Maia, 2004).

Embora nativa do sertdo nordestino e tipica
da Caatinga, o cumaru pode ser encontrado pra-
ticamente em toda América do Sul (do Peru a Ar-
gentina). Seu tronco é revestido por uma casca de
cor castanho-escuro, com uma parte externa que
se solta em camadas finas, formando manchas
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vermelho-pardacentas e lisas. Esta espécie se en-
contra ameacgada de extingdo devido ao uso preda-
tério de sua madeira (Almeida et al., 2010).

O uso medicinal do cumaru motivou a realizacao
de estudos cientificos que comprovassem a sua in-
dicacao para o tratamento de afecgbes respiratérias.
Ensaios clinicos em extrato hidroalcodlico da casca
do caule evidenciaram as atividades broncodilata-
dora, analgésica e anti-inflamatéria (Canuto et al.,
2008). Estudos de compostos isolados mostraram
que o isocampferidio e o amburosideo A também
contribuem para atividade farmacolégica da plan-
ta. O efeito de relaxante muscular em traqueias de
cobaias evidenciou a agao broncodilatadora do iso-
campferidio (Leal et al., 2006a). Devido a sua agao
antioxidante, o amburosideo A possui atividade he-
patoprotetora e neuroprotetora (Leal et al., 2008).

Segundo Canuto et al. (2010a), os principais
compostos encontrados na casca do caule de cuma-
ru sdo: cumarina, responsavel pelo odor peculiar; os
flavonoides isocampferidio, campferol e afrormosi-
na; os glicosidios fendlicos amburosideo A e B; os
acidos fendlicos acido vanilico e acido protocatecui-
co; e quantidades abundantes de sacarose.

Pertencentes a familia de glicosidios fendlicos,
os amburosideos foram encontrados pela primeira
vez em Amburana cearensis. A reducdo do acido
p-hidroxi-benzoico a alcool p-hidroxi-benzilico leva
a biossintese do amburosideo A por meio da glico-
silagdo do éster com UDPglicose; porém, quando
o acido p-hidroxi-benzilico é esterificado com aci-
do vanilico, ocorre a formagdo do amburosideo B
(Canuto, 2007). Estudos realizados mostraram que
o amburosideo A apresenta atividade neuroproteto-
ra em ceélulas mesencefalicas, indicando potencial
uso terapéutico contra doengas neurodegenerativas
(Leal et al., 2005).

Muitos estudos tém sido realizados para extra-
cao de compostos fendlicos em plantas, frutas e
sementes, sendo a extragdo por Soxhlet a mais uti-
lizada. No entanto, essa técnica conduz a perda de
fendlicos devido a hidrélise, oxidacdo e decompo-
sicdo durante a extragdo. Novas técnicas tém sido
desenvolvidas para extragdo de compostos fendli-
cos em plantas, tais como: extragdo assistida por
ultrassom, extragcao por micro-ondas, extragéo por
maceragao dindmica, extragdo por solvente ace-
lerado e extragdo com fluido supercritico (Banjoo;
Nelson, 2005).

A maceracado dindmica e a extragao assistida
por ultrassom se destacam por serem métodos
simples, de facil execugdo e relativamente baratos
(Cerino et al., 2023; Wang et al., 2013). A macera-
¢ao dinamica consiste em colocar o material vegetal
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em contato continuo com um solvente, sob agitacao,
em temperatura controlada (Cerino et al., 2023).

A extracédo assistida por ultrassom tem como
vantagens o tempo de extracdo e a quantidade de
solvente reduzidos (Charpe; Rathod, 2012). A efici-
éncia da técnica ocorre devido a cavitagdo acustica
no solvente pela passagem de uma onda ultrassoé-
nica, permitindo uma maior penetragao do solvente.
A cavitagédo forma microbolhas, que aumentam e di-
minuem de tamanho, fazendo com que haja ciclos
de expansdo e compressao até que as bolhas im-
plodem, liberando grandes quantidades de energia,
ocasionando o aumento da pressado na regiao pro-
xima a implosado, gerando aumento da turbuléncia
do liquido, ocasionando o rompimento das células
vegetais e facilitando a difusdo do solvente para o
interior da matriz, que, junto ao calor liberado pela
implosédo, aumenta a solubilidade dos analitos e a
eficiéncia da extracdo (Castro; Priego-Capote; Pe-
ralbo-Molina, 2011).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi de-
senvolver processos de extragao eficientes e limpos
para o amburosideo A presente na casca do caule
do cumaru, bem como reduzir o teor de agucares
presente no extrato.

Material e métodos

Material botanico

O p6 da casca do caule do cumaru (A. cearensis)
utilizado neste estudo foi fornecido pelo Polo Move-
leiro de Marco, Ceara. A autorizacdo de pesquisa
foi concedida pelo Sistema Nacional de Gestéao do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado por meio do cadastro A4407D7.

Processos de extracdo do amburosideo A

O processo de extragdo foi realizado por meio
de trés métodos distintos: Soxhlet, maceracao di-
namica e ultrassom. Os solventes utilizados foram
etanol 95% P.A. e agua ultrapura obtida por deioni-
zador. As extragdes foram realizadas em ftriplicata e,
com excecao da extragcdo em Soxhlet, que ocorreu
somente com a utilizagdo de etanol como solvente,
os demais processos foram realizados com etanol,
agua e agua + etanol (1:1, v/v). Os extratos foram
centrifugados (1.370 g por 15 min), filtrados a va-
cuo, armazenados em garrafas de vidro (330 mL)
a-18 °C.

Soxhlet

As extragbes foram realizadas utilizando-se 5 g
da amostra em cartucho de extragdo com 100 mL

de etanol (1:20, m/v) em trés tempos diferentes: 4,
6 e 8 horas.

Maceragao dindmica (MD)

O processo de extragao por maceragao dina-
mica (MD) ocorreu em um evaporador rotativo a
90 °C durante 2 horas com rotagédo constante de
120 rpm, sem a utilizagdo do vacuo, para que nao
ocorresse a evaporagao do solvente (agua, etanol,
agualetanol 1:1). A relagdo amostra-solvente foi
de 1:20 (m/v) adicionada em baldo volumétrico de
250 mL. O etanol condensado retornou ao baldo,
mantendo a relagdo massa/volume constante du-
rante todo o processo de extragao.

Extragao assistida por ultrassom (EAU)

Etapa l

Para a extragéo assistida por ultrassom (EAU),
os extratos foram obtidos em um ultrassom de
ponteira (500 W de poténcia, e ponteira de 4 mm).
As extragdes ocorreram com ajuste da poténcia para
50, 75 e 100%. Foram utilizados 5 g da amostra em
um béquer de 200 mL, ao qual foram adicionados
100 mL de solvente (agua, etanol, agua/etanol 1:1),
correspondendo a uma razao 1:20. As extragdes fo-
ram realizadas por 2, 4 e 6 min, em intervalos de
1 min para evitar o superaquecimento do sistema.

Etapa Il

Nesta etapa da EAU, foi adotado um delinea-
mento composto central. O experimento consistiu
em 15 ensaios, sendo doze pontos fatoriais e trés
repeticdes no ponto central, tendo como variavel de-
pendente a concentragdo de amburosideo A. A Ta-
bela 1 apresenta os valores numéricos e codificados
das variaveis independentes adotadas. O efeito das
variaveis selecionadas foi analisado em relagdo a
concentragdo de amburosideo A, utilizando-se um
programa de estatistica.

Processo de remogao de aglicares

Remocgao por adsorgéao

Para a analise de saturacdo da coluna e de
remogao da sacarose por adsorgao, foi utilizado o
extrato selecionado obtido por ultrassom com uma
mistura de agua/etanol (1:1), aplicando-se 100% de
poténcia durante 6 min em um equipamento com
sistema de leito fixo (coluna 2,6 x 45,7 cm) equipado
com bomba e uma coluna de gel de divinilbenzeno-
-estireno sulfonado (20-60 mesh).
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Tabela 1. Valores numéricos e codificados das variaveis independentes para a extragcdo assistida por ultrassom de

amburosideo A.

Codificacado
Variaveis
-1 0 1
Poténcia (%) (X1) 50 75 100
Tempo (min) (Xz) 2 4 6
Etapa | foi diluida em 1 mL de metanol. As analises croma-

Na analise de saturagao da coluna, foi realizada
uma limpeza prévia na coluna com agua deionizada
durante 25 min, a uma vazao de 3 mL/min. Em se-
guida, o extrato (agua + etanol, 1:1, 100% poténcia)
foi bombeado através da coluna com a mesma va-
zao. Apo6s o preenchimento da coluna pelo extrato,
a cada 2 min foram realizadas coletas de amostras
em tubos de ensaio até todo volume de extrato pas-
sar pela coluna.

Etapalll

Uma porcao de 1 L de extrato do cumaru pas-
sou pelo mesmo processo de limpeza da coluna da
etapa |. Em seguida, o fluxo foi acionado passando
o extrato através da coluna a uma vazao de 3 mL/
min de agual/etanol (1:1). A cada 25 min, o processo
foi interrompido para limpeza da coluna com agua
deionizada por 10 min. Apds a limpeza, o extrato foi
novamente separado através da coluna. O processo
foi repetido até todo volume do extrato ter sido bom-
beado através da coluna.

Remocaéo por fermentagao

Cinco litros do extrato obtido em ultrassom (6
min e poténcia de 100%, etapa |) foram concen-
trados em evaporador rotativo a 60 °C até atingir
um volume de 300 mL. Ao extrato concentrado de
cumaru, foi adicionada uma massa de fermento
Saccharomyces cerevisiae, relativo a 5% do seu vo-
lume, deixando-o agir por 5 horas a 30 °C. Em se-
guida, o extrato foi centrifugado a 1.370 g por 15
min, filirado a vacuo e armazenado em garrafa de
vidro de 330 mL.

Determinagédo da concentragao de amburosideo
A

A determinacgao da concentragdo do amburosi-
deo A foi baseada no método previamente descri-
to por Canuto (2007). De forma concisa, uma ali-
quota de 4 mL de cada extrato foi concentrada em
uma centrifuga a vacuo, em seguida suspensa em
1 mL de metanol e filtrada em membranas de nylon
(0,45 pym). Uma aliquota de 100 pL dessa solugao

tograficas foram realizadas em um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE) equipado com de-
tector de arranjo de diodos (DAD) e um espectro-
metro de massas (EM) do tipo ion trap. Uma coluna
de octadecilsilano (5 pm, 4,6 x 250 mm) foi usada
a 30 °C com um fluxo de 400 pL/min. A fase movel
foi composta por agua deionizada, acetonitrila e aci-
do férmico, com a combinagao de A (0,1% de acido
férmico em agua) e B (0,1% de acido férmico em
acetonitrila). O gradiente foi variado linearmente a
partir de 30% a 50% B (v/v) em 10 min, para 80%
B a 15 min e, finalmente, para 100% B a 16 min e
mantido a 100% B até 20 min. O comprimento de
onda do DAD foi selecionado para 270 nm. Os es-
pectros de massas foram simultaneamente adquiri-
dos usando-se ionizagao por electrospray nos mo-
dos positivo e negativo (Pl e NI), com voltagem de
fragmentagéo de 80 V para uma faixa de massas de
100-2.000 u.m.a. As condigbes de operacéo inclu-
iram: pressao do gas de secagem de 35 psi; pres-
sdo do nebulizador de 40 psi; temperatura do gas
de secagem de 370 °C; voltagem de 3.500 V para
Pl e NI; e voltagem de campo do spray de 600 V.
A identificagdo dos compostos foi primariamente
baseada nos espectros de UV, espectros de mas-
sas e na inje¢do de um padrao auténtico, o qual foi
previamente isolado por Canuto (2007). A quantifi-
cacao foi realizada por meio da curva de calibragéo
de amburosideo A (1-60 pg/mL). Os resultados da
concentracdo de amburosideo A foram expressos
em mg/100g de casca de caule de cumaru.

Determinacgao da concentragdo de aguicares

A determinagao de sacarose foi feita nos extra-
tos obtidos por ultrassom, bem como nos extratos
submetidos aos processos de fermentacao e adsor-
¢ao, empregando-se o método descrito previamente
por Lopez e Gomez (1996). Uma aliquota de 2 mL
de cada extrato foi filtrada a vacuo em cartucho de
extracao de fase sélida (SPE) contendo 500 mg do
adsorvente octadecilsilano (SPE—-C18), previamen-
te condicionado com metanol (6 mL). A concentra-
¢ao de sacarose foi determinada por cromatografia



Estratégias de extragdo do amburosideo A da casca de cumaru: otimizagéo e preparo de extratos em

diferentes condigbes

liguida de alta eficiéncia (CLAE), empregando-se
um cromatografo acoplado a um detector de indi-
ce de refracdo e equipado com uma coluna anali-
tica a base de um polimero divinilbenzeno-estireno
reticulado sulfonado e impregnado com cations de
chumbo (8 um, 300 x 7,7 mm ID) com uma pré-co-
luna contendo adsorvente similar (50 x 7,7 mm ID).
A temperatura da coluna foi de 65 °C, e utilizou-se
agua deionizada com um fluxo isocratico de 0,6 mL/
min. O tempo de analise foi de 35 min.

Resultados e discussao

Concentragdao de amburosideo A nos diferentes
processos de extragao

Na Tabela 2, sdo apresentadas as concentra-
¢des de amburosideo A na casca do caule de cuma-
ru obtidas por Soxhlet, nos trés tempos de extracao,
utilizando-se etanol como solvente. Como o0 aumen-
to de temperatura tende a favorecer a solubilizagao
das substancias, foi observado que a concentragéao
maxima de amburosideo A ocorreu com 6 horas de

extracdo, uma vez que 4 horas nao foram suficientes
para extrair todo composto, enquanto 8 horas resul-
taram em uma diminuicdo da concentragdo. Logo,
supbe-se que os fendbmenos difusivos sejam mais
intensos em um periodo de 4 a 8 horas. Segundo
Mufiz-Marquez et al. (2013), uma extracdo em ele-
vada temperatura por um longo tempo pode levar a
decomposicao térmica de compostos bioativos.

As concentragdes de amburosideo A na casca
do caule de cumaru, obtidas por MD utilizando-se
como solvente etanol, agua/etanol (1:1) e agua, séo
mostradas na Tabela 3. Para a maceragéao dinami-
ca, todos os extratos obtidos apresentaram teores
de amburosideo A superiores aos do preparado em
Soxhlet, mas principalmente empregando-se agua/
etanol (1:1).

Hussain et al. (2012), Wijekoon et al. (2011) e
Gironi; Piemonte (2011) também obtiveram maiores
rendimentos na extragcdo de compostos fendlicos
de amendoim, castanheira e bastdo-do-imperador
(Etlingera elatior), respectivamente, usando a mis-
tura agua e etanol.

Tabela 2. Concentragao de amburosideo A (mg/100 g de casca de cumaru) em extragdo por Soxhlet utilizando-se etanol

como solvente.

Tempo de extragao (horas)

Amburosideo A (mg/100 g de casca de cumaru)

4 421,9 £ 68,6
6 522,2+24,3
8 504,0 + 34,9

Tabela 3. Concentragdo de amburosideo A (mg/100 g de casca do caule de cumaru) obtido pelo processo de maceragéo

dindmica (MD).

Concentragdao amburosideo A (mg/100 g)

Processo
Etanol

Agua + etanol (1:1) Agua

Maceragao dinamica (MD) 878,0+ 31,0

931,6 £ 65,0 666,0 + 61,9

Nos extratos obtidos com EAU (Tabela 4), o
maior rendimento foi alcangado com agua/etanol
(1:1) na poténcia maxima (100%); contudo, o efeito
da poténcia variou conforme o solvente. Na poténcia
de 50%, os extratos preparados com etanol e mis-
tura agua/etanol exibiram valores muito préximos,
tendo o extrato etandlico uma concentragdo de am-
burosideo A um pouco superior. Ao aumentar a po-
téncia do ultrassom para 75%, novamente a extra-
¢ao em etanol apresentou os melhores resultados,

correspondendo a aproximadamente 11% maior do
que o extrato da mistura agua/etanol (1:1) e 88%
maior em relagdo ao extrato aquoso. Para as ex-
tracdes com uma poténcia de 100%, os melhores
resultados de extragdo de amburosideo A foram
obtidos com a mistura agua/etanol (1:1), superan-
do os resultados obtidos com as demais poténcias
aplicadas. Nessa condigao, o extrato hidroetandlico
apresentou um resultado de aproximadamente 64%
e 92% superior em relagao aos extratos etandlico e



aquoso, respectivamente. Quanto maior a poténcia,
maior sera a amplitude da onda propagadas através
do meio liquido, gerando um aumento no colapso
das bolhas sobre as estruturas da amostra (Hemwi-
mol et al., 2006). Quando essas ondas atingem a
superficie do material, geram uma forga que, para-
lela a superficie, produz uma onda de cisalhamento
e cavitagao, rompendo a estrutura do material € me-
Ihorando a eficiéncia de extragdo (Fellows, 2009).
Independentemente da poténcia, o extrato aquoso
apresentou as menores concentragdes de amburo-
sideo A em relagdo aos demais solventes.

Ao analisar a variavel tempo no processo de
EAU, pode-se verificar que o aumento do tempo de
extracdo ndo influenciou nas extragdes com etanol
e na mistura agua/etanol (1:1) na poténcia de 50%,
ocorrendo um decréscimo na extracdo em meio
aquoso. Na poténcia em 75%, o incremento no tem-
po de extragdo s6 nao foi favoravel para o extrato
hidroetandlico.

Segundo Maran et al. (2013), o colapso de
microbolhas produzido pela cavitagdo préxima a
amostra pode reduzir a concentragdo do composto.
Um efeito semelhante foi observado por Sun et al.
(2011) na extracdo de B-caroteno em casca de
frutas citricas utilizando EAU. De acordo com os
autores, a redugao de concentragéo ocorreu devido
a combinacao de cavitacédo e efeitos térmicos, em
que a presencga excessiva de bolhas pode dificultar
a propagacao de ondas. O aumento subsequente
do rendimento ocorre por causa da combinagao de
absorcao de calor e reducao do efeito da cavitagao.

Nos extratos produzidos com a mistura agua/
etanol (1:1) na poténcia de 100%, o aumento do
tempo de extragdo proporcionou um aumento na
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concentragao de amburosideo A de 49% e 70% su-
periores em relagdo as poténcias de 50% e 75%,
respectivamente.

Para Ko, Cheigh e Chung (2014), tempo de ex-
tracéo por EAU inferior a 20 min pode ser apropria-
do para ingredientes ativos, uma vez que o ultras-
som aumenta os poros das paredes celulares das
plantas, resultando em uma melhor transferéncia de
massa do soluto para o solvente, reduzindo o tempo
de extracao.

Chen et al. (2007) relataram, em seu estudo de
extracdo de antocianinas em framboesa vermelha
utilizando EAU, que o tempo de extragao prolongado
pode levar a degradagdo do composto fendlico.
Para os extratos aquosos, houve uma reducao da
concentragdo de amburosideo A com o aumento do
tempo de extragdo nas poténcias de 50% e 100%,
resultando nas concentragbes mais observadas.

Dos solventes utilizados para extragdo de am-
burosideo A na EAU, a mistura agua/etanol (1:1)
com 100% de poténcia apresentou a maior quan-
tidade deste composto bioativo. O melhor desem-
penho com o uso da mistura agua/etanol (1:1) pode
ser atribuido a baixa viscosidade apresentada pela
mistura, alterando, assim, a estrutura da matriz, per-
mitindo uma boa penetragado do solvente e melho-
rando o intumescimento do material vegetal.

Segundo os autores Sahin; Samli (2013), a
agua pura, mesmo sendo mais polar, possui uma
alta viscosidade em relagdo a mistura em etanol.
O etanol, por sua vez, interrompe a ligagdo entre
o soluto e a matriz vegetal. Essas caracteristicas
contribuem para a mistura agua/etanol (1:1) ter um
melhor desempenho na extragcado de fendlicos em
plantas.

Tabela 4. Concentragdo de amburosideo A (mg/100 g de casca do caule de cumaru) obtido pelo processo de extragdo

assistida por ultrassom (EAU).

Tempo
Poténcia (%) Solventes
2 min 4 min 6 min
Etanol 248,5+ 24,4 248,4 + 23,9 239,717
50% Agua + etanol (1:1) 236,1+ 15,6 2326 +7,1 236,6 £ 17,8
Agua 34,3+3,6 28,8 +8,3 18,4 3,2
Etanol 153,1+ 13,2 162,0+2,4 156,9 + 11,6
75% Agua + etanol (1:1) 138,2+5,6 154,3 + 8,2 127,5+0,8
Agua 23,7+5,8 39,0+ 11,0 41,4+29
Etanol 170,6 + 13,9 160,4 + 17,6 176,2+ 0,15
100% Agua + etanol (1:1) 431,8+7,1 434,4 £ 43,1 515,9 + 28,8
Agua 53,3+ 13,8 353+25 249+6,5
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As amostras de amburosideo A obtidas do extra-
to da mistura agua/etanol (1:1) da casca de cumaru
pelos diferentes processos de extragcao foram injeta-
das em CLAE-EM, resultando na separagéo do pico
com tempo de retengao entre 7,85 min e 10 min. Na
Figura 1, pode-se observar os cromatogramas do
extrato de casca do caule de cumaru nos diferentes

K Coums

A

e

24

K Counts

B

125

processos de extracdo, utilizando-se agua/etanol
(1:1) nas extragbes em ultrassom e maceragao di-
namica, e somente etanol na extracdo em Soxhlet.
O pico do amburosideo A teve uma maior intensi-
dade nas extracgoes realizadas com a mistura agua/
etanol (1:1).

Extracio Assistida por Ulirassom - MS

Timins

Extracio em Maceracko Dinamica - MS

T s

Extraciio em Soxhlet = MS

23 s

s s

MinMos

Figura 1. Cromatogramas de CLAE-EM dos extratos da casca de cumaru utilizando-se agua + etanol (1:1) nas extragdes
por ultrassom (A) e maceragao dinamica (B), além de etanol na extragédo por Sohxlet (C).



Avaliagdo da poténcia e do tempo na extragdo
assistida por ultrassom

Os testes abaixo avaliam o efeito da poténcia
e do tempo de extracdo. Os resultados experimen-
tais para as diferentes condi¢gdes de extragdo do
amburosideo A da casca do caule de cumaru obti-
do pelo delineamento fatorial completo, usando-se
agual/etanol (1:1) como solvente sdo mostrados na
Tabela 5.

Foram realizados 15 experimentos para se ava-
liar o efeito de diferentes variaveis na quantidade de
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amburosideo A. Na Tabela 6, pode-se observar os
valores da analise de variancia do modelo para ex-
tragdes em ultrassom, utilizando-se como solvente a
mistura agua/etanol (1:1).

De acordo com a ANOVA, o coeficiente de de-
terminagdo obtido foi de R? = 0,73 e considerado
satisfatorio. O coeficiente de correlacdo quantifica a
qualidade do ajustamento, pois fornece uma medida
de proporgéo da variancia na variavel dependente
que é explicada pela(s) variavel(is) independente(s)
(Rodrigues; lemma, 2009).

Tabela 5. Delineamento experimental da extragdo de amburosideo A da casca do caule de cumaru e resposta em
diferentes condigbes de extragéo assistida por ultrassom, usando-se agua + etanol (1:1, v/v) como solvente.

Ensaio Poténcia (%) Tempo (min) Amburosideo A (mg/100 g)
1 50 2 2511
2 50 2 219,9
3 50 2 237,3
4 100 2 495,7
5 100 2 436,9
6 100 2 426,8
7 50 6 224,0
8 50 6 2491
9 50 6 186,0
10 100 6 495,5
11 100 6 536,2
12 100 6 621,5
13 (C) 75 4 160,8
14 (C) 75 4 157,0
15 (C) 75 4 145,1

Tabela 6. Analise de Varidncia para extragdo de amburosideo A da casca do caule de cumaru, empregando-se agua +

etanol (1:1) como solvente em ultrassom.

Soma dos

Fonte de variagao quadrados Graus de liberdade Média quadratica Valor F
Poténcia (L) 225556,92 1 225556,92 25,35
Tempo (L) 4985,76 1 4985,76

Poténcia x tempo 9804,08 1 9804,08

Residuo 106546,77 1 106546,77

Erro puro 13680,01 10 1368,0

Total 360573,55 14
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A equacdo 1 representa o modelo fatorial
completo para as variaveis, considerando-se 95%
de confianca e F = 25,35, representando a validagao
do modelo, uma vez que o Fca foi superior ao
Fiab = 3,40.

y = 322,86 + 274,20x, + 40,76x,+ 57,16x:x, (1)

onde: y = concentragdo de amburosideo A (mg /
100 g de casca); x; = poténcia; e x, = tempo.

No Diagrama de Pareto (Figura 2), os valores
absolutos de tca, também denominados efeitos pa-
dronizados, fornecem as alturas das barras, e o va-
lor de twb fornece o limite a partir do qual os efeitos
sdo significativos. Assim, pode-se observar que na

extracdo realizada com agua + etanol (1:1) a va-
riavel poténcia (1) e a interagdo poténcia x tempo
(1 x 2) foram significativas; ja a variavel tempo (2)
nao foi significativa ao nivel de 95% de confianga.
A poténcia apresentou um efeito positivo, ou seja,
a elevacao desta variavel promove um aumento no
teor de amburosideo A. O mesmo nao aconteceu
no para a extragao realizada com etanol, uma vez
que somente a poténcia foi significativa. Nas extra-
¢bes realizadas com agua, o Diagrama de Pareto
dessa extragdo mostra que as alteragdes das varia-
veis poténcia e tempo, e a interagéo entre elas, nao
forneceu nenhum efeito significativo no processo de
extragao do amburosideo A.

A

Ext

ragdo realizada com dgua + etanol (1:1)

o I

(1 WPoténcia

12 844

1by2 2677073

@2Mempo 909073

p=.05

Extracio realizada com etanol

{1)Poténcla

-3,89627

1.077104

2iTempo -. 718089

(2)Tempa -1.17011

w2 1.1068322

(1)Poténcia -1,09155

Extragio realizada com dgua

Figura 2. Diagrama de Pareto para concentragdo de amburosideo A extraido em ultrassom utilizando-se agua + etanol

(1:1) (A), etanol (B) e agua (C).
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O efeito da variavel Poténcia e da interagdo Po-
téncia x Tempo, na extragdo realizada com agua/
etanol (1:1) como solvente, também é demostra-
do no grafico de superficie de resposta (Figura 3),
em que pode-se observar que o aumento dessas
variaveis resulta em um aumento no teor de am-
burosidio A. Efeito semelhante foi encontrado por
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Fernandez-Ronco et al. (2013) na extragdo de com-
postos bioativos em Capsicum annuum utilizando
EAU. Além disso, as andlises estatisticas revelaram
que o aumento das variaveis Poténcia e Tempo nao

interfere significativamente para o aumento da ex-
tracdo de amburosideo A.
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Figura 3. Superficie de resposta para a concentracdo de amburosideo A em extratos da casca do caule de cumaru
preparados em ultrassom, utilizando-se agua + etanol (1:1) (A), etanol (B) e agua (C).

Saturagédo da coluna

O tempo necessario para se atingir o equilibrio,
condicao de completa saturagéo, foi verificado pela
isoterma de adsorgao obtida pelo método dindmico
da analise frontal. A Figura 4 apresenta as curvas
de rupturas da sacarose, glicose e frutose na resina
adsorvente, em que o tempo necessario para o sis-
tema atingir o equilibrio foi de 20 min para sacarose
e aproximadamente 23 min para glicose e frutose.

Determinagao da concentragcao de sacarose

No extrato aquoso da casca do caule de cuma-
ru estdo presentes, além do amburosideo A, outros
compostos, dentre eles a sacarose, que foi usada
como marcador para presenca de aglcares. Dessa
forma, foram realizados um processo de fermenta-
¢ao e um de adsorgdo com o objetivo de eliminar
ou reduzir a carga de interferentes em um eventual
processo de purificagdo do amburosideo A.
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Figura 4. Isoterma de equilibrio de adsor¢do de sacarose (A), glicose (B) e frutose (C) em extrato de cumaru.

Adsorcgao

A analise de adsorc¢ao de sacarose pela coluna
contendo a resina adsorvente mostrou-se bastante
eficiente, uma vez que toda sacarose presente foi
removida do extrato. Porém, a remogéao da sacarose
ocasionou uma redugao de aproximadamente 54%

da concentracdo de amburosideo A presente no
extrato (Tabela 7). Essa redugdo pode ter sido
ocasionada pela adsorgao de parte do amburosideo
A aresina em virtude da unidade de glicose presente
em sua estrutura quimica (Figura 5).

Tabela 7. Concentragdo de sacarose e amburosideo A nos extratos de cumaru nao purificado e purificado.

Extrato de cumaru

Concentragdo de sacarose (mg/L)

Concentragdo de amburosideo A (g/L)

Nao purificado 752,0

6,8

Purificado 0

3,1
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Figura 5. Estrutura quimica do amburosideo A.

Fermentacgao

A analise de sacarose foi realizada no extrato
antes e apo6s a fermentacdo. Na Tabela 8, pode-se
observar uma redugao na concentragdo de saca-
rose de 49%; porém, o processo de fermentacao

ocasionou uma redugao de 26,2% na concentragao
do amburosideo A. Essa redugao pode ter sido pro-
vocada pela complexagao dos compostos com a
parede da levedura ou podem ter sidos consumidos.

Tabela 8. Concentragdo de sacarose e amburosideo A nos extratos concentrados de cumaru nao fermentado e fermentado.

Extrato de cumaru

Concentragao de sacarose (mg/L)

Concentragao de amburosideo A (g/L)

Nao fermentado 266,4

1,4

Fermentado 130,4

8,4

Conclusoes

A maceracao dinamica (MD) é o processo mais
eficiente para extragdo de amburosideo A da casca
do caule de cumaru.

Os extratos obtidos com a mistura agua/etanol
(1:1) apresentaram maiores quantidades de ambu-
rosideo A, em relagdo aos outros solventes, tanto no
processo de MD quanto em extragcédo assistida por
ultrassom (EAU), realizada com 100% de poténcia
por 6 min.

Enfim, demonstramos que o extrato de cumaru
pode ser produzido com bom teor de amburosideo
A por meio de MD ou EAU, que séo processos lim-
pos e de menores custos energéticos do que o mé-
todo convencional por Sohxlet. Ademais, EAU tem o
diferencial de ser um processo 20 vezes mais rapido
do que a MD.

Com relagédo a remogéo de agucar, 0 processo
de adsorc¢éao foi mais eficiente para remover comple-
tamente a sacarose, porém o processo fermentativo
causou menor perda amburosideo A. Logo, a esco-
Iha desse processo depende da aplicagao industrial
do extrato.
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