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APRESENTAÇÃO
The e-book: “Collection: Applied chemical engineering” consists of ten book 

chapters that were organized and divided into four thematic units, namely: i) natural 
products: extraction and purification of active principles; ii) development of new materials: 
study, comparison, different properties and applications; iii) use of analytical instruments 
for food quality control and; iv) development and application of bioadsorbents and 
advanced treatment technologies to remove contaminants from aquatic matrices.

The first theme presents two studies that evaluated the extraction of essential oil 
from the Baru species plant (Dipteryxalata Vog.) with nematicidal activity in combating 
Meloidogyne javanica. The second work evaluated triterpene purification processes from 
plant bioactives of Amazonian species. The second theme consists of three book chapters 
aimed at the study and comparison of natural, glass and mixed fibers for future applications; 
preparation of graphene oxides for production as composites in the form Cu/TiO2/rGO and 
estimates of thermodynamic properties of esters used in the production of biodiesel using a 
Gaussian software associated with the Constantinou and Gani group method. 

The third thematic unit consists of two works, one using the UV-Vis spectrophotometry 
technique to quantify the metallic ions of cadmium, copper, chromium, mercury, nickel 
and lead in cheeses produced by hand on rural properties; the second work evaluated 
the Kombucha probiotic and its importance in fermented foods. Finally, the fourth and last 
theme consists of three works with different approaches. The first deals with the possible 
environmental impacts that can be caused to water and soil as a result of exposure to 
Fracking gas present in Mexico. The second presents the study of the adsorption capacity 
from the biomass generated by the Andiroba species (Carapaguianensis Aubl.) in the 
removal of copper ions present in wastewater from industrial activities. The third chapter 
presents the study of the influence of the complexity of different aqueous matrices on the 
degradation of a mixture of drugs using the solar photolysis processes, TiO2/Solar and 
its combination with the addition of H2O2. This process constitutes one of the advanced 
treatment technologies to be made feasible on a large scale as a complementary step to 
conventional water and sewage treatment processes. 

In this perspective, Atena Editora has been working with the aim of stimulating and 
encouraging both Brazilian researchers and those from other countries to publish their work 
with quality assurance and excellence in the form of books, book chapters and articles that 
are available in the Editora’s website and other digital platforms with free access.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: A alfa e beta – amirina são 
triterpenóides encontrados em diversas espécies 
de plantas, dentre elas, as do gênero Protium. 
Esses compostos apresentam promissora 
aplicação na indústria farmacêutica.  No 
entanto, há dificuldade de se encontrar um 
método para realizar a sua purificação e aplicá-
la em grande escala. Portanto, nesse trabalho, 
discorre-se sobre um método de cristalização e 
recristalização usando-se etanol como solvente, 
a fim purificar amostras impuras de amirina 
e quantificar quantas etapas desse processo 
serão necessárias para se obter uma alta pureza 
possível, através da análise de gráficos. 
PALAVRAS-CHAVE: amirina, cristalização, 
Burceraceae.

PURIFICATION OF BIOACTIVE 
TRITERPENES FROM AMAZON 

SPECIES: PARAMETER IDENTIFICATION 
AND PROCESS STANDARDIZATION

ABSTRACT: Alpha and beta - amyrin are 
triterpenoids found in several plant species, 
including the genus Protium. These compounds 
have a promising application in the pharmaceutical 
industry. However, it is difficult to find a method to 
carry out its purification and apply it on a large 
scale. Therefore, in this work, it is discussed a 
method of crystallization and recrystallization 
using ethanol as a solvent to purify amirin 
samples and quantify how many steps of this 
process will be necessary to obtain the highest 
possible purity, through the analysis of graphics.
KEYWORDS: amirin, crystallization, Burceraceae.

1 |  INTRODUÇÃO 
As espécies do gênero Protium 

(Burseraceae) encontram-se consideravelmente 
difundidas por várias partes do Brasil, como 
na região Amazônica, Piauí, Bahia, Minas 
Gerais, e em países como Suriname, Colômbia, 
Venezuela e Paraguai. Dentre as espécies, tem-
se a Protium heptaphyllum, conhecida como 
breu-branco, da qual se extrai uma óleo-resina 
utilizada na medicina popular como cicatrizante, 
antiinflamatório, analgésico, expectorante e 
antiulceroso (Rosilene, 2017; Melo, Caroline 
Mourão, 2009), é também utilizada na 
indústria de vernizes e tintas, em embarcações 
(calafetação) e em rituais religiosos como 
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incensos (Corrêa, 1984; Aragão et al., 2007).
Entre os constituintes dessa óleo-resina, está registrado a presença de um 

monoterpeno trioxigenado e quatro misturas binárias de triterpenóides (Bandeira et al., 2002) 
das quais se destaca a mistura isomérica α- e β- amirina. Estas, por sua vez são triterpenos 
pentacíclicos da classe ursano (alfa-amirina) e oleano (beta-amirina) com extensos estudos 
abordando sobre a sua ação como agentes antimicrobianos e antifúngicos em plantas, 
atividades anti-inflamatórias, anti-nociceptivas, antiartrítico, ansiolítica, antidepressiva 
e gastroprotetoras comprovadas, inibidor da serina, por inibir a transcriptase-1 do HIV 
protease e a lipoxigenase (Aragão et al., 2007; Johann et al., 2007; Krogh et al., 1999;  
Ramesh et al., 2001; Rajic et al., 2000; Kwefio-Okai and Macrides, 1992; Soldi et al., 2008; 
Okoye et al., 2009; Vitor et al., 2008).

Alguns estudos estão sendo desenvolvidos para a viabilização da produção de 
medicamentos a partir da amirina. Mais recentemente, Serafim (2018) realizou um estudo 
sobre sistemas nanoparticulados carreadores utilizando amirina, para facilitar a chegada 
do seu princípio ativo no organismo.

Apesar das perspectivas de formulação farmacológica, ainda há dificuldade de se 
encontrar um método de purificação que viabilize a sua produção em grande escala (Rüdiger, 
2008).  Alguns métodos para síntese podem surgir como alternativa, como o estudado por 
Yu Y et al. (2018), no qual, em resumo, foi feita a estimulação em uma bactéria de modo 
que ela produzisse amirina. Considerando que o controle de sistemas biológicos em escala 
industrial requer mais gastos, a purificação de plantas para a obtenção de amirina pode se 
tornar uma alternativa mais viável economicamente.

A cristalização é uma operação unitária chave amplamente utilizada em diversos 
tipos de indústria, principalmente a farmacêutica, e mostra-se aqui como uma alternativa 
para a purificação da amirina. O princípio da cristalização baseia-se na limitada solubilidade 
de um composto em um solvente em certas condições físico-químicas. Qualquer mudança 
em uma dessas condições, levará o composto a um estado em que a sua solubilidade 
menor (supersaturação), o que acarretará a formação de um sólido cristalino. Este sólido, 
chamado de núcleo, guiará as demais moléculas do composto a se ligarem, formando 
assim uma rede cristalina altamente pura. As impurezas, por sua vez, ficarão diluídas no 
solvente, sendo assim necessário aplicar um outro processo para separá-las do composto 
cristalizado (Zhu, 2004).

Uma das formas de se atingir essa supersaturação é a alteração da concentração 
da solução através do gotejamento de um solvente, que promoverá a formação dos 
núcleos. Uma das dificuldades verificadas na literatura sobre a cristalização é o controle 
do polimorfismo dos núcleos cristalinos, uma vez que o mecanismo de como os cristais é 
formado ainda é desconhecido (Shekunov, 2000).
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2 |  MATERIAIS E MÉTODOS
A resina de Protium foi macerada, peneirada e armazenada. Em seguida, foi feito 

o seu fracionamento em coluna de gel de sílica, usando-se uma proporção de hexano/ 
acetato, variando-se crescentemente o gradiente de polaridade. O mesmo foi feito com 
uma mistura impura de amirina.

 Após o término do fracionamento de cada coluna, foi preparada a CCD das 
amostras, para verificar quais possuíam altas concentrações de alfa e beta amirina. Das 
colunas executadas, foram escolhidas as frações obtidas das proporções: Hex/ Acet 92:8 
v/v até Hex/ Acet 88:12 v/v, para serem purificadas.

No processo de purificação, foi feita a diluição a quente de cada fração usando-se 
etanol 96% v/v, em um aquecedor. Após se atingir homogeneização da solução, gotejou-
se água destilada até se observar o primeiro núcleo de insaturação. Atingido o primeiro 
núcleo, retirou-se a solução do aquecedor, deixando-a cristalizar por determinadas faixas 
de horários.

Em seguida, as soluções cristalizadas foram submetidas às filtrações com papel 
filtro de celulose. Ao fim da filtração, foi feita a coleta da massa da amostra presente no 
filtro e a sua análise em CCD, para acompanhar qualitativamente a retirada de impurezas 
após cada processo. 

Por fim, será feita a análise do percentual de pureza das amostras através de 
cromatografia líquida de alta eficiência para avaliar a quantidade de impurezas que foram 
retiradas após cada cristalização.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Em todas as amostras trabalhadas, tentou-se aplicar o máximo de etapas de 

purificação possíveis. Entretanto, na maioria dos casos, algumas acabavam não se 
solubilizando no álcool etílico, durante a etapa de cristalização. Algumas das hipóteses 
levantadas para explicar tal fenômeno foram: o grau de pureza das amostras, visto que, 
como a amirina interage muito fracamente com o etanol, uma maior pureza implicaria em 
uma maior dificuldade para a mesma se solubilizar; Impureza do papel filtro de celulose 
advindas da etapa de filtração, dado que, para evitar o mínimo possível de resquícios das 
amostras no papel filtro, muitas vezes se fazia uma raspagem intensa, o que poderia trazer 
partículas do mesmo as quais dificultariam a solubilização das amostras nas cristalizações 
subsequentes. Outra provável hipótese foi a ausência de controle da evaporação do etanol 
da solução durante o aquecimento da mesma, que dependia da chapa que realizava esse 
aquecimento e do recipiente que comportava essa solução.

Com os dados coletados das purificações realizadas em diferentes amostras, foi 
possível comparar o comportamento das mesmas, para assim poder definir os parâmetros 
de sua purificação. Analisou-se o caso da fração 93:7 % hexano/acetato, na qual foi feita 
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em triplicata. A massa inicial de cada amostra utilizada foi de 1 g, cujos dados encontram-
se na tabela 1.

Início 1º processo 2º processo

Massa ao fim dos 
processos (g)

1 0,58 ± 0,05 0,35 ± 0,04

Água destilada (mL) * 2,17 ± 0,24 0,86 ± 0,21

Rendimento (%) * 58,00 ± 0,05 59,94 ± 0,08

Tabela 1 – Média e desvio padrão dos dados coletados do processo aplicado em triplicata.

Observou-se que a quantidade de água destilada usada para a nucleação da solução 
diminuiu após o segundo processo. Isso deve a sua provável relação proporcional entre a 
massa e sua relação inversamente proporcional com a pureza. 

Além disso, o rendimento final após todos os processos foi de aproximadamente 
35%. Esse valor pode ser explicado pois uma parte da amostra acabava passando pelo 
filtro de celulose na etapa de filtração, e, portanto, sendo coletada juntamente com o etanol 
e as impurezas.

Figura 1 – Placa cromatográfica (CCD) das amostras de amirina.
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O primeiro spot da esquerda representa a amostra antes do processo de purificação. 
Os demais, do meio e da direita são, respectivamente, após o 1ª e o 2º processante o. O 
eluente utilizado foi uma mistura de hexano/acetato 80/20 %. A CCD fornece uma maneira 
simples e rápida de se analisar os perfis de extrato de plantas e identificar, qualitativamente, 
os compostos.

A banda de amirina identificada apresenta cor violeta (Hernández-Vázquez et al., 
2010). Observou-se que a amostra já apresentava uma pureza considerável antes mesmo 
do início do processo. No primeiro spot, as impurezas, com polaridade maior que a amirina, 
encontram-se circuladas. Após o primeiro processo, notou-se o desaparecimento das 
mesmas. A variação na intensidade das cores de violeta ao longo dos spots se deve às 
diferentes concentrações coletadas de cada amostra durante o preparo da placa.

Há referências do uso da técnica de cristalização para a purificação de triterpenos 
pentacíclicos. Dentre elas, destaca-se o trabalho feito por Ludeña (2017), no qual foram 
testados três diferentes métodos de cristalização em extratos da planta flor de arena 
(clinopodium revolutum) para a obtenção do ácido ursólico, que é um triterpeno muito 
semelhante aos isômeros α-β-amirina.

4 |  CONCLUSÃO
Observou-se que a razão quantidade de água pela massa não teve o mesmo 

comportamento para todas as amostras da triplicata. Isso pode ter acontecido devido 
à ausência no controle do fluxo do de calor da chapa para a solução, tal como a sua 
temperatura.

Apesar disso, o método mostrou-se muito eficiente na limpeza das impurezas 
mostradas pela cromatografia de camada delgada. E a sua fácil execução pode-se tornar 
viável em condições industriais de grande escala. Entretanto, é necessário ter um alto 
controle do sistema para que a solubilização e posteriormente a cristalização, se façam de 
forma homogênea.

Espera-se que as futuras análises em cromatógrafos forneçam os dados necessários 
para a quantificação de amirina nas amostras, para assim determinar, quantitativamente, 
a eficiência do método. E da mesma forma, espera-se que a metodologia também seja 
aplicável para o lupeol. 
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