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Resumo

Os Oleos vegetais tém sido uma das principais potencialidades
econdmicas apontadas pela Superintendéncia da Zona Franca de Manaus
(SUFRAMA). No entanto, pouco se conhece a respeito da composicado
guimica de muitos dos 6leos amazodnicos. A composi¢cao quimica dos frutos
de quatro espécies frutiferas amazbnicas (Oenocarpus bataua (pataud),
Oenocarpus bacaba (bacaba), Endopleura uchi (uxi-amarelo) e Leopoldinia
piassaba (piacava)) foi estudada. Para o fruto de piacava é o primeiro relato
da composicao de acidos graxos, tocoferdéis e esteroides. A composicao de
acidos graxos destes 6leos foi determinada por cromatografia gasosa de
alta resolucéo e foram obtidos resultados semelhantes aos da literatura para
as amostras de pataua, bacaba, e uxi-amarelo. Os tocoferdis foram
identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e o
O0leo de uxi-amarelo foi aquele que apresentou o maior percentual de
tocoferdis totais, enquanto que o 6leo de pataua possui o maior teor de a-
tocoferol. Os esteroides foram identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas e quantificados por cromatografia
gasosa acoplada a detector por ionizacdo de chama, indicando a bacaba e
piacava com maior teor de B-sitosterol. Quanto a atividade bioldgica, a
atividade antioxidante foi maior para os extratos metanélicos das polpas de
pataua e bacaba, de onde foi isolada uma substancia antioxidante de
pataua identificada como piceatanol. Os extratos metandlicos de bacaba e
pataua apresentaram capacidade de inibicdo da enzima lipoxigenase, e
baixa inibicdo da enzima acetilcolinesterase para bacaba e boa inibicdo
para pataua. Amostras de extratos de piacava e bacaba se mostraram
ativas contra larvas de Aedes aegypti e Culex quinquafasciatus. O
conhecimento da quimica e atividade bioldgica destes frutos possibilitara um
melhor aproveitamento destes frutos pela indUstria nutracéutica e de
alimentos.

Palavras-chave: tocoferdis, esteroides, acidos graxos, Leopoldinia piassaba, Oenocarpus
bacaba, Oenocarpus bataua, Endopleura uchi.



Abstract

The economic exploitation of vegetable oil is considered by SUFRAMA
(Superintendéncia da zona franca de Manaus) one of the best possibilities in
the region. However there a few studies related to the chemical composition of
amazon fruits and tjheir oil. We have studied the chemical composition of four
amazon fruits, namely pataua (Oenocarpus bataua), bacaba (Oenocarpus
bacaba), uxi-amarelo (Endopleura uchi) and piassava (Leopoldinia piassaba). It
is the first report describing the fatty acid, tocopherol and phytosterol
composition of piassava fruits. The fatty acid composition was determined by
methyl ester conversion and high resolution gas-liquid chromatography and we
achieved similar results as the published for pataua, bacaba and uxi-amarelo.
Tocopherol composition and quantification was determined by high
performance liquid chromatography. Uxi-amarelo had the higher contents of
total tocopherols, while pataua the higher amounts of a-tocopherol. The
phytosterols were determined by high resolution gas-liquid chromatography with
flame-ionization and mass spectrometry detectors. Bacaba and piassava had
the higher contents of [-sitosterol. Some biological activities were also
determined for the available extracts. The antioxidant activity of methanolic
extracts of pataua and bacaba were higher and a antioxidant compound,
piceatanol, was also isolated. These extracts also showed the highest capacity
to inhibit the enzyme lipoxidase. In the acetylcholinesterase inhibition assay,
bacaba had lower capacity, but pataua showed good capacity. The extracts of
piassava and bacaba showed also good larvicidal activity in the assays with
Aedes aegypti and Culex quinquafasciatus. The chemical and biological results
obtained by this study will help the use and development new products from the
extracts of these fruits.
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INTRODUCAO

A exploracdo de oleos amazbnicos € uma das principais atividades
econdmicas apontadas pela Superintendéncia da Zona Franca de Manaus
(SUFRAMA). No entanto, a quimica destes 0Oleos ainda € pouco conhecida. Um
maior conhecimento em nivel molecular destes 6leos possibilitara uma melhor
utilizacdo como matéria-prima na producéo de diversos produtos industriais na
area de alimentos, nutracéutica, cosmeética e farmacéutica. Neste trabalho foi
identificada e quantificada a composicdo de acidos graxos, tocoferdis, e
fitoesteroides do Oleo vegetal de quatro espécies amazobnicas: Endopleura uchi
(uxi-amarelo), Oenocarpus bacaba (bacaba), Oenorcarpus bataua (pataua) e
Leopoldinia piassaba (piacava). Esse € o primeiro estudo da composicao
guimica dos frutos da L. piassaba. Determinou-se também algumas atividades
biologicas destes frutos para um melhor aproveitamento nas industrias
nutracéutica e de alimentos. Para isso mediu-se a atividade antioxidante dos
extratos metandlicos, e também se mediu a atividade frente a enzima lipo-
oxigenase e a enzima acetilcolinesterase. Foi verificada a atividade larvicida
dos extratos e fracGes geradas do particionamento destes extratos contra as
larvas de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus. Do extrato metanodlico de

pataua foi isolado um composto antioxidante identificado como piceatanol.



1.  ALIMENTACAO X SAUDE

Atualmente o meio cientifico cada vez mais se conscientiza da relacao
existente entre dieta alimentar e saude, o que leva ao estudo continuo de
alimentos que, além de nutritivos para o organismo, também previnam ou

inibam o aparecimento de certas doencas. (Wildman, 2001).

Frutas e hortalicas sdo recomendadas na alimentacdo humana, devido
sua riqueza nutricional, além da presenca de substancias que exercem ac¢ao
antioxidante (onde também estdo incluidas as vitaminas), as quais exercem
acao protetora contra a evolucédo de processos degenerativos que conduzem
as doencas e ao envelhecimento precoce. Dentre os principais fitoquimicos
considerados em exercer propriedades antioxidantes, estdo incluidos a
vitamina C, vitamina E beta-caroteno (que € um precursor da vitamina A), 0s
guais estao presentes em diversas frutas. Os antioxidantes adquiridos através
da dieta, como a vitamina C e a vitamina E, sdo extremamente importantes na
intercepcédo dos radicais livres oriundos de processos oxidativos. (Barcia, et al.,
2010; Kitts, 1997).

Os acidos graxos e seus derivados tém despertado o interesse pelo seu
potencial nutracéutico. Estudos revelam que nas regidées em que ha um maior
consumo de Oleo de oliva, hd uma menor incidéncia de cancer de mama,
devido a associacao do oleo de oliva com a atividade protetora do acido oléico
presente neste Oleo, pode-se citar ainda atividades cardioprotetoras e
antioxidantes. Os Oleos vegetais sdo apontados como uma importante fonte de

lipidios benéficos a saude (Wildman, 2001).



1.1 LIPIDIOS

Sado compostos de origem bioldgica que dissolvem em solventes
apolares. O nome lipidio vem da palavra grega, lipos, que significa gordura. E
incluem uma variedade de tipos estruturais, dentre eles, os acidos graxos e
triacilglicerois, os terpenos, os esteroides, prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos, fosfolipideos e esfingolipideos. (Solomons, 2006).

Sao formados principalmente pelos triacilglicerideos. A maioria dos
acidos carboxilicos, de origem biolégica é encontrada na forma desses ésteres
de glicerol. Os triacilglicer6is que sao liquidos a temperatura ambiente séo
chamados de 6leos, aqueles que sao solidos sdo chamados de gorduras.
(Solomons, 2006; Moreto, 1989).

Nos o6leos vegetais a fragdo majoritaria de triacilglicerideos é chamada
de fracdo saponificavel e a ndo-gliceridea, com menos de 5%, é chamada de
nao saponifichvel e compreendem os fosfatideos, tocoferéis, carotendides,
esteroides e antocianinas que conferem cor ou sdo responsaveis por outras
caracteristicas organolépticas dos Oleos como odor, etc. (Moreto, 1989,

Penteado, 2003).

Oleos vegetais sdo fontes de acidos graxos insaturados tal como acido
oleico e linoléico (Ali, 2010) que compreendem as séries w-9 e w-6 que
juntamente com a série w-3, sdo ditos essenciais e precisam ser adquiridos na
dieta. (Devlin, 2003). Naturalmente os &cidos graxos insaturados s&o
encontrados na forma cis, e os acidos graxos em geral possuem ndameros
pares de carbono. (Dewick, 2001) Ver Tabela 01 com os acidos graxos mais

comuns.



Tabela 01 — Acidos graxos mais comuns de ocorréncia natural

Saturados
butirico CH3(CH,),CO,H 4:0
caproico CH3(CH,)4COzH 6:0
caprilico CH3(CH,)sCO,H 8:0
caprico CH3(CH,)sCO,H 10:0
laurico CH3(CH)10CO,H 12:0
miristico CH3(CH,)1,CO,H 14:0
palmitico CH3(CH,)14CO,H 16:0
estéarico CH3(CH3)16CO,H 18:0
araquidico CH3(CH,)15CO,H 20:0
behenico CH3(CH,)20CO,H 22:0
lignocerico CH3(CH,)2,CO,H 24:0
cerotico CH3(CH,)24CO,H 26:0
montanico CH3(CH,)26CO,H 28:.0
melissico CH3(CH,)23CO,H 30:0
Insaturados
palmitoleico CH3(CH,)sCH=CH(CH,),CO,H 16:1 -9
oleico CH3(CH,);CH=CH(CH,),CO,H 18:1 -9
cis-vaccenico CH3(CH,)sCH=CH(CH,)sCO,H 18:1-11
linoleico CH3(CH,)4CH=CHCH,CH=CH(CH,);CO,H 18:2-9,12
a-linolenico CH5;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),CO,H 18:3 -
9,12,15
y-linolenico CH5(CH,)4,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,)4,CO,H 18:3 -
6,9,12
gadoleico CH3(CH;)oCH=CH(CH,);CO,H 20:1-9

araquidonico CH3(CH2)4CH:CHCH2CH:CHCH2CH:CHCH2CH:CH(CH2)3COZH 20:4 —

5,8,11,14




Tocoferbis e fitoesteréides sdo importantes componentes na fracédo
insaponificavel de Oleos vegetais. Seus beneficios na salude tem aumentado o
interesse, ao longo dos anos, de quantifica-los em diferentes alimentos. A
proporcdo de tocoferdis varia com a natureza do 6leo e também com outros
fatores tal como clima, e cultivo do vegetal. A quantidade de fitoesterdides
também pode ser diferente dependendo do tipo de 6leo analisado. (Costa et al.,

2010).

1.2 TOCOFEROIS

Oleos vegetais s&o a principal fonte alimentar de vitamina E, que diminui
o risco de cancer e doencas cardiovasculares. A vitamina E é composta de oito
compostos lipossoluveis naturais: o-, pB-, y- e o&- tocoferGis e seus
correspondentes tocotriendis, que sao antioxidantes naturais que evitam a
autooxidacao do Oleo. A atividade antioxidante da vitamina E é a sua funcao
mais divulgada. O a-tocoferol € o mais ativo componente da vitamina E em vivo
e 0 menos suscetivel a degradacdo. As formas y- e 6- da vitamina séo
eficientemente absorvidas pelo sangue humano (Gimeno, et al., 2000;

Rodrigues, et al., 2010, Penteado, 2003).

Os tocoferdis sdo derivados do tocol, enquanto os tocotriendis sdo

derivados do tocotrienol. (Penteado, 2003).

Tanto os tocoferdis quanto os tocotriendis possuem um anel 6-cromanol
e uma cadeia lateral. Esta cadeia é de natureza isoprénica, constituida por 16
atomos de carbono, sendo responsavel pela lipossolubilidade da vitamina E.

Enquanto os tocoferdis apresentam esta cadeia totalmente saturada, os



tocotriendis tém duplas ligacbes nas posigbes 3, 77 e 11’. Os diferentes
isdmeros destes compostos (a, B-, y- € 8-) diferem entre si pelo nimero e pela

posicao de grupos metil no anel cromanol. (Figura. 01)

Figura 01. Estruturas quimicas de a, B-, y- € 8- tocoferol respectivamente



Tocoferéis ocorrem naturalmente em alimentos de origem vegetal, como
nas frutas, vegetais verde-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos
vegetais e no gérmen de trigo. Diferentes concentracdes de tocoferol em 6leos
tém sido relatadas e tem diversas funcdes para a estabilidade oxidativa dos
Oleos. Tocoferbis tem se mostrado ativos contra doencas cardiovasculares,
cancer, inflamacoes, retardamento do envelhecimento e protecdo a doencas
crdnicas ndo transmissiveis, como de Parkinson e Alzheimeir. Devido a sua
contribuicdo para a estabilidade oxidativa e beneficios para a saude, a
determinacdo de tocoferois em 6leos vegetais é importante. (Hu, et al., 2009,
Barcia, et al., 2010)

Os oOleos vegetais comestiveis apresentam grande consumo em nivel
mundial, constituindo-se, portanto, nos alimentos de maior contribuicdo para a
ingestao de vitamina E para a populacdo. Dentre os 6leos vegetais o principal
contribuinte é o 6leo de soja, devido ao grande consumo em nivel mundial.
(Guinazi, et al., 2009).

O conteudo de tocoferoéis e tocotriendis em 6leos vegetais depende da
forma de obtencdo desse O6leo. Assim, Oleos refinados contém um teor
vitaminico reduzido em até 80%, de acordo com as condicbes empregadas.
Além disso, perdas podem acontecer devido as formas de estocagem, pela
exposicao a luz, oxigénio, altas temperaturas, entre outros fatores. (Guinazi, et

al., 2009).



1.3 ESTEROIDES

Os esteroides sdao um grupo de substancias de ocorréncia natural
derivados do sistema de isopentandides policiclicos hidroxilados com uma
estrutura 1,2-ciclopentanofenantreno ou peridrociclopentanofenantreno (Abdi,
2001). Os atomos de carbono sdo numerados como mostrado na Figura 02. Os
guatro anéis sédo designados como letras: A, B, C e D (Solomons, 2006). Esses
compostos contém um total de 27-30 atomos de carbono e uma cadeia lateral

em C17 com cerca de 7 ou mais carbonos. (Abdi, 2001).

Figura 02 — Estrutura carbénica basica de um esteroide

O mais conhecido € o colesterol que € o mais abundante nos animais e
responsavel pela estabilizacdo da bicamada fosfolipidica em membranas
celulares, € também o precursor de varios hormonios. (Costa et al., 2010)

Os fitoesterdides possuem, nas plantas, a mesma funcéo béasica que o
colesterol possui nos animais, ou seja, regulam a fluidez da membrana das
células das plantas, e outras funcbes associadas com a biologia das plantas.
(Rocha et al., 2011).

Estruturalmente os fitoesterdides possuem uma grande variedade de
moléculas, e sua estrutura quimica difere do colesterol devido a presenca de

uma cadeia lateral modificada em C-24 e /ou a presenca de dupla ligacdo em



C-22. Em sua forma saturada, os fitoesterdides sdo conhecidos como estandis,
tendo o sitostanol como exemplo mais representativo. (Rocha et al., 2011). Na
Figura 03 tem-se a estrutura do colesterol e dos fitoesteréides mais

encontrados em plantas. (Rocha et al., 2011)

HiC

colesterol

campesterol sitosterol estigmasterol

Figura 03 — Estrutura do colesterol e fitoesterdides representativos.

Em geral, os fitoesteroides (esteroides provenientes de plantas) podem
ser classificados em trés sub-classes: 4,4-desmetil-esterois, 4a-metil-esterol,
4,4-dimetil-esterdis. (Costa et al., 2010)

Os esteroides possuem uma larga quantidade de atividades biologicas e
propriedades fisicas. Os fitoesterdides, em particular, sdo importantes produtos
para a industria alimenticia e saude. Eles sdo utilizados como emulsificantes

para cosméticos e sdo utilizados como precursores para a producdo de
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hormdnios farmacéuticos. Eles inibem a deterioracao oxidativa dos 6leos e sao
agentes benéficos para a saude do coragdo. (Abdi, 2001)

Existem crescentes evidéncias que sugerem que os fitoesterdides
possuem efeitos contra o cancer do pulméo, ovario, seio e estbmago. Tem se
especulado que os fitoesteroides inibem o crescimento de células cancerosas,
invasdo e metdstase e promovem a apoptose de células cancerosas.
(Woyengo et al., 2009).

Fitoesteréides também sdo responséaveis por uma potencial diminuicao
dos niveis de LDL (lipoproteina de baixa densidade) o chamado colesterol ruim,
devido sua interferéncia na absorcdo do colesterol no intestino, (Woyengo et
al., 2009) o que tem levado a industria alimenticia a enriquecer alguns

alimentos com fitoesterdides. (Costa et al., 2010)

1.4 OLEAGINOSAS AMAZONICAS

A busca de novas fontes de 0leos vegetais tem sido um topico de grande
interesse nos ultimos 20 anos. Isto € particularmente interessante para paises
onde ha um grande consumo de 0leos ricos em gordura saturada, como é o
caso do 6leo de dendé e o 6leo de coco, na Africa. A regido amazonica possui
mais de 150 espécies de palmeiras, algumas das quais representam uma
grande fonte de Oleos comestiveis, por exemplo, Oenocarpus bataua,
Oenocarpus bacaba, Mauritia flexuosa, Atallea maripa, A. speciosa, Bactris
gasipaes, entre outras. (Montufar, et al., 2010)

Os frutos oleaginosos da regido amazbnica apresentam composi¢ao
notavel de micronutrientes, especialmente em vitaminas, sendo valorizados no

contexto atual como alimentos saulde; alimentos naturais ou ainda como
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produtos éticos ou ecologicamente corretos. Mais que 61% da gordura
existente nos frutos amazb6nicos sdo de gordura insaturada, tal como acido
oléico e linoléico, gordura considerada saudavel com propriedades
cardioprotetoras (Rodrigues et al., 2010; Ali et al.,, 2010 Mordn-Villarreyes,
1998; Vallilo et al, 1999; Pallet, 2002).

Na industria cosmética, 6leos sdo usados como umectantes, emolientes,
emulsificantes e agentes modificadores de viscosidade (Lawson, 1995;
Behrens et al., 2006). Os acidos graxos assim como seus derivados ésteres
podem ser usados em uma variedade de aplicacdes relacionadas aos cuidados
pessoais. Os acidos miristico, palmitico, estearico, linoléico e linolénico séo
muito comuns em certos tipos de cosmeéticos. Outros possuem propriedades
rejuvenescedoras ou curativas. (Possolo, 1945; Behrens et al, 2006; Wildman,

2001).

Em se tratando de 6leos amazobnicos, 0 governo ja vem apontando seus
estudos como primordiais para a economia da regido. O Amazonas vem
exportando esses Oleos para diversas industrias e mercados sem um maior
conhecimento da composicédo desses 6leos. Algumas oleaginosas amazoénicas
nao possuem sequer qualquer estudo a respeito de sua composi¢ao quimica,
como é o caso da carana ou buritirana (Mauritiella armata (Mart.) Burret), um
fruto comestivel do género Mauritiella, que € processado e consumido
igualmente como o do buriti, dando um vinho tdo saboroso quanto o desse, que
pode também ser boa fonte de carotendides, talvez até melhor, e de outros
principios ativos. (Miranda et al., 2001; Cavalcante, 1996; Rosso e Mercadante,

2007).
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Outra espécie oleaginosa amazbnica pouco estudada € a jauari
(Astrocaryum jauari (Mart.)), A polpa do fruto € comestivel “in natura”, os seus
frutos sdo usados como isca para peixe e € muito importante na dieta de
alguns peixes, em especial do tambaqui, conhecido peixe amazonico (Goulding
e Lima, 1998; Miranda et al., 2001). Da polpa e da améndoa sédo extraidos
6leos comestiveis, na literatura encontra-se apenas relato dos aspectos fisico-

qguimicos do 6leo da polpa do jauari, (Goulding e Lima, 1998).

O uxi-amarelo (Endopleura uchi (Huber) Cuatrecasas) possui uma polpa
oleosa, de sabor e cheiro peculiares, muito agradaveis; é consumida no estado
natural, pura ou com farinha de mandioca, constituindo um importante
complemento na alimentacdo das classes populares. Seus caracteres fisico-
quimicos determinados por Pinto (1956) sdo bastante aproximados dos
referidos para o 6leo de oliveira; apenas o indice de iodo e refragdo sdo pouco
inferiores. As propriedades organolépticas sdo as mais aproximadas possiveis.

(Cavalcante, 1996). Sua composicao lipidica é ainda desconhecida.

O pataud (Oenocarpus bataua (Mart.)) € largamente distribuido na
regido Amazobnica, e seus frutos sdo largamente utilizados para o preparo de
suco muito apreciado pela populacao local, bem como para extracdo de 6leo
muito parecido com o Oleo de oliva. (Lorenzi, 2004). Também poucos sdo 0s
estudos sobre a composi¢ao quimica do 6leo, como aspectos fisico-quimicos e

alguns acidos graxos segundo Chaves e Pechnik (1946).

Finalmente, cita-se a bacaba (Oenocarpus bacaba (Mart.)), palmeira
nativa da Amazonia, dispersa pelo norte do continente sendo mais freqiiente no
Pard e no Amazonas, tendo como habitat ideal a mata virgem alta de terra

firme e também de varzea. Pelo mesmo processo do acai, prepara-se o “vinho”
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de bacaba, de cor creme-leitoso. E um vinho de sabor realmente agradavel,
mas com um teor de Oleo bastante elevado, o que faz recomendar

comedimento no seu consumo. (Pinto, 1955)

1.4.1 Oenocarpus bacaba Mart.

Palmeira monocaule, com 7 a 22 m de altura e caule liso medindo de 12
a 25 cm de diametro. Folhas do tipo pinadas de 8 a 17; tamanho da folha varia
de 2,2 a 5,6 m de comprimento, o seu peciolo de 0,3 a 1,6 m, sdo agrupadas
regularmente e dispostas em diferentes planos. As flores sédo unissexuais de
ambos os sexos dispostos na mesma inflorescéncia em triades, pares e
solitarias. Frutos elipsoides globosos lisos, medindo de 1,3 a 1,5 de diametro,
de coloracdo escura arroxeada (Figura 04). Conhecida popularmente como
bacaba € uma espécie muito frequente na floresta de terra firme e areas
abertas, nos solos bem drenados de baixa altitude. Pode suportar baixa
insolacdo, mas cresce melhor em condi¢des de alta exposicéo a luz. Encontra-
se distribuida principalmente ao norte do Rio Amazonas, nos estados do
Amazonas e Para, também na Colémbia, Venezuela e Guianas. Frutifica
abundantemente durante o verdo. Um quilo de frutos desprovidos de polpa
contém cerca de 380 unidades, cuja germinacdo ocorre em 60-90 dias.

(Miranda et al., 2001, Lorenzi et al., 2004)
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Figura 04. frutos de Oenocarpus bacaba

1.4.1.1Usos de bacaba

A polpa do fruto € usada para produzir um “vinho”, que € bastante
nutritivo e energético. Dela extrai-se também um 6leo semelhante ao de oliva,
utilizado as vezes em frituras caseiras. O fruto tem potencial industrial na
obtencdo de oOleo comestivel, que serve também de matéria prima para as
industrias de saboarias, velas e alimenticias, para preparacdo de picolés,
sorvetes e sucos concentrados. E utilizado no trato de asma, tuberculose,

diarréia, dor de cabeca e estbmago (Miranda et al., 2001)

1.4.2 Oenocarpus bataua Mart.

Oenocarpus bataua € uma das plantas mais utilizadas pela comunidade
indigena na Amazénia. (Montufar et al., 2010) E uma palmeira monocaule, com
4,3 a 26 m de altura e caule liso medindo de 15 a 45 cm de didmetro. Folhas do
tipo pinadas variando de 9 a 20; o tamanho da folha varia de 3,2 a 11 m de
comprimento, pares e solitarias. Frutos ovoide-elipsoides lisos, de coloracéo
escura arroxeada (Figura 05). Conhecida como pataud é uma espécie muito

abundante nas florestas de baixio, e ocasionalmente em terra firme, nos solos
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arenosos mal drenados de baixa altitude. Largamente distribuida na regido
Amazobnica brasileira e norte da América do Sul, na floresta Umida de véarzeas e
de galeria, tanto inundaveis como de terra firme. A frutificacdo ocorre no verao.
Um quilo de sementes contém cerca de 170 unidades cuja germinacao ocorre
em 30-90 dias. (Miranda et al., 2001, Lorenzi et al., 2004). Oenocarpus bataua
foi considerada como sendo uma espécie “oligarquica” na Amazdbnia, cuja
populacdo natural produz de 11,1 toneladas de frutos/ha/ano, podendo gerar

rendas substanciais e ecologicamente sustentaveis (Ruiz e Alencar, 2004).

Figura 05. Coleta do fruto de Oenocarpus bataua

1.4.2.1 Usos de pataua

A polpa do fruto € usada para produzir o vinho de pataua, que é
bastante nutritivo e energético. Dela extrai-se um 0leo que pode substituir o
azeite de oliva na culinaria, por ter sabor e propriedades quimicas
semelhantes. A polpa do fruto tem usos medicinais no controle da queda de
cabelo, caspa, bronquite e tuberculose, a maceracao dos frutos é utilizada no
tratamento da maléria. O fruto tem potencial industrial na producdo de 6leo

comestivel, que serve de matéria-prima na composicdo de cosméticos, na
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fabricacdo de sabdes, estearina e alimenticia para a fabricacdo de picolés,
sorvetes e sucos concentrados. (Miranda et al., 2001, Lorenzi et al., 2004,

Revilla, 2001, Montufar et al., 2010)

1.4.3 Leopoldinia piassaba A. Wallace

Leopoldinia piassaba possui caule simples ou raramente cespitoso com
poucas hastes, densamente revestido na metade superior por fibras longas e
fortes. Possui de 4-5 m de altura e 15 cm de diametro (cerca de 60 cm
incluindo as fibras). Folhas pinadas, em numero de 14-16 contemporéneas,
emitindo de suas bainhas persistentes muitas fibras amarronzadas com mais
de 1 m de comprimento, que envolvem a parte superior do caule.
Inflorescéncias interfoliares, com pedunculo de cerca de 80 cm de
comprimento; raque (parte ramificada) de cerca de 50 cm, com numerosas
raquilas de cerca de 15 cm de comprimento. Frutos ovalados ou elipséides, de
cerca de 3 cm de diametro e 2,5 cm de espessura, de cor castanho-alaranjada
ou marrom-avermelhada quando maduros (Figura 06). Conhecida
popularmente como piassaba ou piacava, ocorre no Estado do Amazonas, na
bacia do alto do Rio Negro, nas margens de igapds e igarapés de aguas
negras, em solos arenosos. Frutificacdo moderada nos meses de inverno.
Multiplica-se por sementes. Um quilograma de frutos contém cerca de 68
unidades, cujas sementes apresentam baixa germinacdo em 4-6 meses.

(Lorenzi et al., 2004)



17

Figura 06. Frutos de Leopoldinia piassaba

1.4.3.1Usos de piassaba

As fibras das bainhas que envolvem a parte superior do estipe sé&o
empregadas para o fabrico de vassouras, escovas e cordas, constituindo o seu
extrativismo numa das principais atividades econdmicas da regido. Dos frutos
se prepara uma bebida chamada “chiquexiqui’. A palmeira é de aparéncia
estranha e curiosa devido a presenca das barbas (fibras) no estipe, tendo por

isso grande potencial para cultivo no paisagismo. (Lorenzi et al., 2004)

1.4.4 Endopleura uchi Huber

Pertence a familia das Humiriaceae, € uma arvore que atinge cerca de
25 m de altura, galhos com flores de cor verde com cheiro forte, madeira
avermelhada ou amarela dura e pesada, freqiente nas matas de terra firme
nos estados do Amazonas e Parintins. Os frutos possuem polpa amilacea-
oleosa (Figura 07). Conhecida como uxi, frutifica nos méses de agosto a
novembro e o fruto amadurece de janeiro a marco. (Lorenzi, et al., 2006,

Reuvilla, 2001).
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Figura 07. Frutos de Endopleura uchi

1.4.4.1 Usos de uxi

A polpa dos frutos € consumida “in natura”, em sorvetes, licores e doces
e é muito apreciada; isso explica o fato de ser amplamente comercializado nas
feiras locais. O cha da casca é utilizado em disturbios menstruais e inflamacgdes

uterinas. (Lorenzi, et al., 2006, Revilla, 2001)

1.5 COMPONENTES QUIMICOS DOS FRUTOS

Os relatos sobre a quimica dos frutos de Leopoldinia piassaba sao
escassos e muito antigos e se resumem a teor de proteinas, carboidratos e
lipidios e ndo esclarecem muito sobre a quimica deste fruto.

Foram encontrados alguns trabalhos sobre a quimica dos outros frutos

gue estdo descritos a seguir.
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1.5.1 Oenocarpus bataua

O género Oenocarpus e principalmente a espécie Oenocarpus bataua
tém sido descrita como uma promissora palmeira da regido Amazonica devido
ao conteudo de dleo de seus frutos. (Montufar et al., 2010)

Aguiar et al. (1980) relataram que a cada 100 g de polpa o pataué possui
356 % de umidade, 3,3 g de proteina, 12,89 de gordura, 47,2 g de
carboidratos, 1,1 g de cinzas e 31,5 g de fibras. Cada 100 g de fruto
correspondem a 317,2 Kcal de energia consumida. Neste mesmo trabalho,
Aguiar aponta para cada 100 g de fruto 1300 ug de carotenodides totais e 0,41
mg de zinco.

Em estudos mais antigos, 1946, Chaves e Pechnik encontraram a
seguinte composicao de acidos graxos para o pataua: 6,0% de acido estearico,
6,0% de acido palmitico, 79,2% de acido oléico e 8,8% de acido linoléico.
Lubrano et al., (1994) descreve o Oleo de pataua com 21% de acido palmitico,
1% de acido palmitoléico, 1,5% de &cido estearico, 70% de acido oléico, 4% de
acido linoléico, tracos de acido linolénico e 2% de éacido estearico. Lubrano
também apresenta a composi¢cdo de esterdis com 36% de B-sitosterol e 33%
de A5 avenasterol, 1,5% de colesterol, 7% de campsterol, e 20% de
estigmasterol. Foram relatados também os valores de 94% de a-tocoferol, 0,8%
de &-tocoferol, e 5,7% de y-tocotrienol.

De acordo com Revilla (2001) o pataud possui em sua composicdo de
acidos graxos: 6leo palmitico, linoléico, esteérico, linolénico e palmitoléico (77 a
82% de &acidos graxos ndo saturados e 2 a 4% saturados). Possui em sua

composicao de aminoacidos: acido glutamico, arginina, alaina, acido aspartico,
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cistina, fenil-alanina, glicina, tirosina, lisina, histidina, isoleucina, leucina,
metionina, prolina, lisina, cisteina, triptofano, serina, quirosina, metionina,
treonina, valina e flavonadides.

O mesocarpo (polpa) de Oenocarpus bataua € rico em lipidios com 51,6
% de peso seco. No trabalho de Montufar et al., (2010), eles descrevem 15
acidos graxos identificados em amostras de diversas localidades, sendo que
para o Oleo de pataud amazénico ele descreve: acido oléico (77,7%), seguido
por acido palmitico (13,2%) que sdo 0s componentes majoritarios e juntos
perfazem aproximadamente 90% do conteldo total de acidos graxos. Outros
componentes em quantidades menores sdo o acido linoléico (2,7%), acido
estearico (3,6%), acido palmitoléico (0,6%) e acido alfa-linolénico (0,6%). O
acido cis-vacénico nao relatado em outros trabalhos € apontado como o
terceiro mais predominante na espécie em amostras de Oleo de pataua
provenientes do Peru e Guiana Francesa. Devido ao alto conteudo de acido
oléico, os frutos de pataua sdo uma oOtima fonte de 6leo monoinsaturado, 0
contetdo de acido oléico presente no pataua € comparavel ao do azeite de
oliva. De acordo com este mesmo trabalho, o 6leo de pataua apresenta 368 mg
de esterdides por Kg de 6leo, sendo 34,2 % de B-sitosterol, 27,8% de A5
avenasterol, 19,2% de estigmasterol, 7,2 % de campesterol, 6,0% de
campestanol e 3,4% de colesterol.

A atividade antioxidante do A5 avenasterol ja foi comprovada. O 6leo de
pataua ainda possui 2,4 mg de carotendides (B-caroteno) por kg de dleo, e
1700 mg de tocoferdis por kg de 6leo. (Montafur et al., 2010)

Em outro trabalho Rodrigues et al., (2010) descrevem para 0 pataua

amazobnico a seguinte composi¢cdo de acidos graxos: 0,1% de &cido miristico,
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0,3% de acido pentadecanodico (C15:0), 13,3% de &cido palmitico, 0,7% de
acido palmitoleico, 0,1% de &cido margarico (C17:0), 4,1% de &cido estearico,
76,7% de acido oléico, 3,9% de acido linoléico, 0,1% de acido a-linolénico, e
0,6% de acido araquiddnico. Apresenta ainda a composi¢cdo de tocoferdis de

56,5% de a-tocoferol, 7,8% da mistura de 3 e y-tocoferol e 7,7% de o-tocoferol.

1.5.2 Endopleurauchi

De acordo com Marx et al., (2002), a polpa de uchi possui 14,81% de
lipidios, dentre os quais 7,38% € de &cido oléico, seguido por 3,78% de acido
palmitico e 0,97% de acido estearico e ainda 0,66% de acido linoléico, 0,46%
de acido linolénico, e tragos de acido miristico e eicosanoico. Possui 87,6 mg
de esqualeno, 33,75 mg de campesterol, 82,5 mg de estigmasterol e 736 mg
de sitosterol a cada 100g de 6leo. Foram identificadas as vitaminas C (acido
ascorbico) 22,2 mg e a-tocoferol 1mg a cada 100 g de polpa.

Os frutos de uxi-amarelo apresentam uma boa atividade antioxidante de
acordo com Goncalves et al., 2010. O extrato aquoso das cascas de uchi
apresentam uma boa quantidade de bergenina (Figura 08), que possui
atividade antiinflamatéria pela inibicdo seletiva de ciclooxigenases (COX-2). A
bergenina também possui atividade antimicrobiana segundo Nunomura et al.,
2009 e Silva et al., 2009.

De acordo com Magalhdes et al., 2007, a bergenina é também
encontrada nos frutos de uchi bem como os carotendides a-caroteno (tracos) e
B-caroteno (16,57 ug/g). Em trabalho recente, Costa et al., (2010) identificaram
167,7 ug/g = 94,96 de a-tocoferol e 337,7 ug/g = 23,31 de y-tocoferol por g de

fruto.
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Figura 08. Estrutura da bergenina

1.5.3 Oenocarpus bacaba

Existem algumas descricbes da composicdo da cadeia graxa de
Oenocarpus bacaba na literatura. Segundo Lubrano et al., (1994) o 6leo de
bacaba possui 18% de acido palmitico, 0,5% de acido palmitoléico, 3,0% de
acido estearico, 39% de acido oléico, 38% de acido linoléico, tracos de acido
linolénico. Pinto, (1955) descreve o 6leo com 11,2% de acido palmitico, 9,1%
de acido estearico, 61,7% de acido oléico, e 13,2% de acido linoléico.
Rodrigues et al., (2010) verificou a presenca de 13 &cidos graxos, tracos de
acido laurico e &cido eicosendico, 0,26% de acido tridecanadico, 0,59% de acido
miristico, 0,63% de acido pentadecandico, 32,27% de acido palmitico, 1,32%
de acido palmitoleico, 2,75% de acido estearico, 40,82% de acido oléico, 2.01%
de acido cis-vacénico, 9,78% de acido linoléico, 1,93% de &cido a-linolénico, e
0,48% de acido araquidico. De acordo com Lubrano et al.,, (1994) o o6leo
também possui 2% de colesterol, 8,5% de campsterol, 11% de estigmasterol,
72% de B-sitosterol, e 3,5% de A5 avenasterol, possui 97% de a-tocoferol,
1,9% de B-tocotrienol, e 0,8% de y-tocotrienol.

Em trabalho recente foi identificado um bom teor de flavonoides e

antocianinas em bacaba, através de andlises por CLAE-EM foi possivel
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identificar no extrato de bacaba em acetona / d4gua a presenca de rutina,
guercetina, orientina, vicenina, entre outros, mostrando-se um fruto rico em

fendlicos. (Finco et al., 2012)
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2. Objetivos

Obijetivo geral:

Caracterizar a composicdo quimica de frutos de quatro espécies
oleaginosas amazonicas por cromatografia gasosa de alta resolugdo e

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Objetivos especificos:

1. Comparar teores de extracdo de Oleo de sementes / polpa de frutos de
Oenocarpus bacaba, Oenocarpus bataua, Endopleura uchi e Leopoldinia
piassaba.

2. Caracterizar da composicdo de cadeia graxa destes extratos por
cromatografia gasosa de alta resolucao;

3. Identificar de fitoesteroides por cromatografia gasosa de alta resolucao
acoplada a espectrometria de massas;

4. Quantificar de fitoesterdides por cromatografia gasosa de alta resolucéo
utilizando-se detector por ionizacdo de chama.

5. Quantificar de tocoferdis por cromatografia liquida de alta eficiéncia;
(CLAE)

6. Estimar a atividade antioxidante, larvicida, e inibicdo de lipoxidase e

acetil-colinesterase dos frutos estudados.
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Cromatografia

Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC): foram utilizadas
cromatoplacas comparativas prontas em fase normal de silica gel 60, com

indicador de fluorescéncia F254 da Merck;

Cromatografia em coluna (CC): para separacdo inicial de constituintes
guimicos de extratos brutos e fracdes primarias em coluna, utilizou-se silica
gel 60 (0,063 — 0,200 micras) da Merck; e para separacdo de constituintes
guimicos em fracfes e sub-fracdes, utilizou-se também silica gel 60 (0,040 —

0,55 micras) flash da Merck, utilizou-se também Sephadex LH-20.

Revelacdo / iluminacdo de placas em CCDC: para visualizacdo das
substancias nas placas foram utilizados: irradiacdo de luz UV (254 nm e 366
nm); vapor de iodo a temperatura ambiente; solucdo de anisaldeido

aquecido a 110 °C; solucéo de FeCl; alcodlico a 1 %.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE: O cromatografo utilizado na

analise de tocoferdéis foi o SHIMADZU Prominence LC-20A, equipado com
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um injetor automético SIL-20A, detector UV-Vis-DAD SPD-M20A, bomba

quaternaria LC-10AT Vp e software LC Solutions.

Cromatografia gasosa com detector de ionizagédo de chamas— CG / DIC: Foi
utiizado para andlise de acidos graxos e andlise e quantificacdo de
esteroides. Cromatografo gasoso de alta resolugcdo da marca Agilent,
modelo HP 6890 Plus, equipado com sistema de injecdo automéatica de

amostras, modelo HP 7683B. O software utilizado foi o Chemstation.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrébmetro de massas: CG-EM
utilizado foi um cromatografo gasoso (Trace CG Ultra, Thermo Scientific)
acoplado a um espectrémetro de massas (DSQ II, Thermo Scientific) com
analisador quadrupolo simples e um auto-injetor (Al 3000, Thermo
Scientific). Foi utilizado o software Xcalibur 1.4 para aquisicdo e
processamento de dados. Este equipamento foi utilizado para analise e

identificacdo de esteroides.

3.2 Espectroscopia

3.2.1 RMN

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H), carbono (RMN 3C) e DEPT 125 foram registrados no Centro de
Biotecnologia da Amazbnia (CBA), utilizando-se espectrémetro Inova-500 da

Varian (500 MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm ().
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3.2.2 EM de alta resolucao
O espectro de massa, obtido na USP-Ribeirdo Preto, foi registrado
utilizando-se o aparelho micrOTOF Il da marca Bruker Daltonics, em modo

positivo, utilizando-se NaTFA como calibrante, com um erro de 3,7 ppm.

3.3 Equipamentos e acessorios de laboratdrio

Os seguintes equipamentos foram utilizados no decorrer do trabalho:

Balangas analiticas e semi-analiticas:
- Explorer — Ohaus, modelo E01140, com limite de peso de 110 g.
e Moinho de facas de pequeno porte tipo Wiley da Tecnal.
e Lampada de UV, marca Helfont, modelo CS-0616 lampada fluorescente (254
nm e 365 nm).
e Rotoevaporadores marca Fisatom, modelo 802 A.
e Bateria extratora de solventes da marca Fisatom;
e Banho de Ultrassom Cleaner Unique marca Merse, Modelo USC 1400, com

frequéncia ultrasdnica 40 kHz e poténcia 120 Watts.

3.4 Reagentes e solventes

Os solventes utilizados no decorrer do trabalho foram em geral
previamente purificados por destilacédo fracionada.

Solventes como hexano, acetato de etila, cloroférmio e diclorometano
foram ainda tratados com sais anidros (Na,SO4 e MgSQy,), para retirar residuos

de umidade, apos a destilagéo.
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Solventes utilizados em CG e CLAE eram de pureza elevada e ultra-

filtrados pelo fabricante (grau cromatografico).

3.5 Levantamento bibliogréfico

Foi realizado o levantamento bibliografico das espécies, Oenocarpus
bataua (pataud), Endopleura uchi (uchi), Oenocarpus bacaba (bacaba),
Leopoldinia piassaba (piagava) e Astrocaryum aculeatum (tucuma). Utilizando-
se de bibliografia especifica e ferramentas de busca disponiveis no Portal
Periodicos da CAPES (Scifinder Scholar, Scopus, Web of Science, Medline
pub, Biological, Scirus e CAB Abstracts). Foi utilizado também o sistema

COMUT para obtencéo de algumas referéncias de interesse.

3.6 Coletados frutos e triagem do material vegetal

Todos os frutos sédo provenientes de espécies bem conhecidas na

regido, comercializadas e utilizadas pela populacao.

3.6.1 Coleta de pataua

A coleta dos frutos de pataua (Oenocarpus bataud) foi realizada em dois
periodos: em outubro de 2007 e posteriormente foi necessaria nova coleta para
término do trabalho em agosto de 2010, na Reserva Florestal Adolpho Ducke -
Am. A arvore do pataua foi encontrada em um terreno arenoso. Os frutos
coletados, num total de 500 frutos, foram selecionados e acondicionados em
freezer e posteriormente foram descascados e despolpados manualmente

separando-se as cascas, a polpa € as sementes.
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3.6.2 Coleta de piacava

A coleta dos frutos de piagava foi realizada no rio Curuduri, em marco de
2008, afluente araca, préximo a Barcelos. Cerca de 200 frutos fornecidos pela
fundacdo Vitéria Amazbnica. Os frutos foram acondicionados em freezer e a
seguir despolpados separando-se as cascas, a polpa e as sementes. O “vinho”
dos frutos também foi adquirido na cidade de Barcelos para estudo do teor de
6leo consumido nesta bebida. Este vinho € preparado por extragdo com agua

em liquidificador e posterior filtracao.

3.6.3 Coleta de bacaba
A coleta dos frutos de bacaba foi realizada em agosto de 2008, no Km
12 da BR-174, em propriedade particular, sob um clima quente. Foram

coletados cerca de 900 frutos que foram acondicionados em freezers.

3.6.4 Aquisicao de uxi
O uxi foi adquirido no comércio local, num total de 30 frutos de uxi. Os

frutos foram despolpados e descascados manualmente.

3.7 Estudo ponderal dos frutos e calculo do teor percentual de agua

Foi medido o percentual em massa de casca, polpa e semente para
cada fruto. Em seguida, para a determinacdo do teor de agua, cada parte do
fruto foi separada, pesada e colocada para secar em estufa a 60 °C por 72
horas ou até peso constante. Medindo-se entdo o teor percentual de agua

presente nas sementes e nas polpas.
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3.8 Preparacao de extratos organicos.

Foram preparados trés diferentes extratos. O material fresco (polpa) foi
extraido a frio com acetona (a frio para evitar perda de material termo-sensivel
e com acetona por ser solivel em 4gua facilitando a extracdo dos constituintes,
jA que a polpa era fresca), hexano e os materiais secos foram extraidos com

hexano e metanol em soxhlet, para comparacao de teor de extrativos.

3.8.1 Extracéo do 6leo a frio

A polpa de cada um dos frutos foi extraida em liquidificador com acetona
(3 x 600 mL) e a seguir a polpa foi extraida exaustivamente com hexano até
completa extingdo de Oleo. O extrato em acetona foi entdo concentrado em
rotaevaporador e a seguir acrescentou-se agua até obter a proporcdo de
Acetona: agua (7:3), essa solucdo foi entdo submetida a particio com hexano
(4 x 300mL) para exaurir 0 Oleo presente nesta fracdo, e posteriormente
particionou-se o extrato em acetona também com AcOEt (4 x 300 mL), as
emulsdes formadas foram quebradas em centrifuga a 20°C, a 15.000 g e
tempo de 10 min (Fluxograma 01). Todas as fracbes e extratos foram
concentrados em rotaevaporador e medidos a massa e teor de extracdo. Os
Oleos obtidos do extrato hexanico e fracdo hexanica foram entdo avaliados em
CCD, para verificar se tinham composicdo semelhante, foram entdo
combinados e reservados em frasco ambar em freezer para analises

posteriores.
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3.8.2 Extracdo em Soxhlet

Tanto a polpa quanto a semente de cada um dos frutos foram secas em
estufa a 60°C e o teor percentual de agua foi medido. A polpa e semente
(separadamente) foram extraidas por extracdo solido-liquido continua em
Soxhlet com hexano (3 x 6 h) e a seguir extraidas com metanol (3 x 6 h). Os
extratos foram concentrados em rotaevaporador e suas massas foram

determinadas para calculo de teor de extrativos (Fluxograma 02).

polpafresca

- Extracéo em liquidificador com acetona 3 x 600mL

- Filtrac&o em funil de Buchner

l |
Extrato em
Torta
Acetona+ H,0

- Conc.Rotaev. Sol. acetona/ H, O

- Extracao exaustivacom hexano

- Particdo com hexano 300 mL x 4

[ Fr. Acetona | H,0 (1:99) Fr. Hexanica [ Extrato em ]

h
-Parti¢ao com AcOEt exano
-ou CHCl ;- 200mLx 2

- Conc.em rotaev. e analise em CCD
Er. AcOEt v - Combinagao do extrato e fracéo

Fr.Acetona/
H,0 (99:1)

Fluxograma 01 — Extrac&o de 6leo a frio

ou CHCl, 6|eo
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[ Material vegetal ]

- Secagem de sementes e polpas em estufa a 60°C
- Moagem

- Extracao sélido-liquido em soxhlet

{Hexano 3x 6 horas)

Torta Extratos
hexanicos

- Extracéo sélido-liquido em soxhlet
{ MeOH 3 x 6 horas)

| Torta l Extratos
metanolicos
Fluxograma 02 - Preparacdo de extratos hexanicos (0leo extraido a

guente) e metandlicos

3.9 Andlise de acidos graxos atraves de Cromatografia Gasosa de Alta
Resolugéo (CGAR - DIC)

O oOleo extraido a frio foi derivatizado segundo o método oficial AOAC
969.33 modificado. Foram colocados em tubos de ensaio 50 mg de cada oleo.
Apoés a adicdo de 2 mL de hidroxido de potassio 0,5 N metandlico, os tubos
foram tampados e levados a agquecimento em banho maria por 10 min a uma
temperatura de 50°C. A seguir, foi adicionado 2,5mL de trifluoreto de boro
metanolico (BF3z / MeOH) a cada tubo e levado novamente ao banho-maria por
2 min. Em seguida, adicionou-se 5 mL de hexano e agitou-se por um minuto,
logo apds foram acrescentados 15 mL de solucdo saturada de NaCl e agitou-se
por mais 15 segundos, adicionando-se mais 10mL de solucdo saturada de
NaCl, logo em seguida. A fracdo hexanica foi retirada e filtrada em uma
pequena coluna de sulfato de sodio anidro, para remocdo de agua. Para
remocado de impurezas a fracdo hexanica foi eluida em pequena coluna

contendo alumina (6xido de aluminio 90, 0,063-0,200 mm), utilizando-se como
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fase movel Hex/ AcOEt (95:5). A fracdo foi seca em banho de areia a 50°C. De
acordo com fluxograma 03.

A conversdo em ésteres metilicos foi monitorada através de CCD, com o
sistema de eluicdo Hex/ Et,O/ AcOEt (80:16:4) e revelada com solucéo

etanolica 20% de acido fosfomolibdico a 200°C.

50 mg de
amostra

2mLde KOHO0,5M / MeOH

Banho-maria a 60°C /10 min.

Oleo
dissolvido
2,5mLBF; / MeOH

Banho-maria/ 2 min.

Amostra
esterificada

5mL de hexano sob agita¢ao/1 min.
15 mLde sol. NaCl sat. / 15 seg. agitacao

+ 10 mL de sol. NaCl sat.
Fr. Hex.

Coluna filtrante Na,SO,

Coluna de Alumina {Hex/ AcOEt
95:5)

Material seco e
puro

Fluxograma 03. Reacdo de esterificacdo e transesterificacdo dos 6leos

O aparelho de CG-DIC foi configurado com duas colunas
cromatograficas idénticas, em paralelo, uma coluna polar (HP INNOWAX-20) e
outra apolar (HP-5) com 30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e
espessura de filme de 0,25 um cada, com detectores de ionizacdo de chama

(DIC).
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O modo de injecdo utilizado foi o modo split, (2:1), 250 °C. Gas de
arraste utilizado H,, com 1 pL de amostra injetada na concentracdo de 1
mg/mL, mantendo-se um fluxo de 2,8 mL/min. A uma temperatura de 270 °C.
Programacéo do forno: 107 °C, subindo 7 °C/min até 149 °C, isoterma por 54
min, subindo 6 °C/min até 260 °C, isoterma por 1,5 min. Os ésteres metilicos
das amostras foram identificados com auxilio de padrbes comerciais de ésteres
metilicos (Sigma-Aldrich e Carlo-Elba), que foram injetados nas mesmas
condicdes do método descrito para as amostras. A quantificacdo foi realizada
pelo método de normalizacdo de area, considerando apenas as areas dos

picos identificados.

3.10 Obtencé&o do material insaponificavel

O 6leo extraido a frio da polpa de cada um dos frutos foi submetido
inicialmente a reacdo de saponificacdo. Em frascos de 150 mL, mediu-se 1 g
de 6leo e adicionou-se 20 mL de hexano 0,1% BHT (Butil- hidroxi-tolueno), e a
seguir 20 mL de KOH 10% em MeOH, e deixou-se sob agitacdo durante 16
horas, no escuro, sob nitrogénio, em temperatura ambiente (Figura 09). Apés o
término da reacédo acrescentou-se 20 mL de H,O milli-Q e o conteudo do frasco
foi transferido para um funil de separacao, foram obtidas uma fase hexanica e
outra fase metandlica. A fase metandlica foi concentrada em rotaevaporador e
seca em banho de areia em temperatura ndo excedente a 50°C. Ja a fase
hexanica foi lavada varias vezes com H,O tipo Milli-Q na proporcéo 1:1 (v:v),
até completa extracdo do excesso de KOH, o que foi comprovado atravées de
indicador fenolftaleina. A seguir, a fracdo hexanica foi seca com Na,SO,,

filtrada e concentrada em rotaevaporador a 60°C, foi transferida para frascos
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previamente pesados e o material insaponificavel foi seco na presenca de gas
nitrogénio para determinagdo de massa. Realizou-se CCDC para analisar e
comparar o perfil cromatografico, que foi revelada com &cido fosfomolibdico a

150°C.

Figura 09. Reacdo de saponificacdo em presenca de nitrogénio em

condi¢cdes brandas.

3.11 Identificacdo e Quantificacao de tocoferdis
3.11.1 Identificacao de tocoferois

As analises de identificacdo e quantificacdo de tocoferdis foram
realizadas em um cromatégrafo liquido SHIMADZU Prominence LC-20A,
equipado com um injetor automatico SIL-20A, detector UV-Vis-DAD SPD-
M20A, bomba quaternaria LC-10AT Vp e software LC Solutions. O método de
analise foi desenvolvido a partir da eluicao dos padrdes comerciais de a, 3, Y, €
d - tocoferois em mistura, modificando alguns parametros, como a fase movel,
a fase estacionaria e tempo de analise, visando o aumento da eficiéncia,
resolugdo e seletividade. As colunas C18 utilizadas ndo apresentaram

resolucao dos isbmeros (- e y-tocoferol em nenhuma das fases moveis
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testadas, ja as colunas de fase normal apresentaram uma melhor separagdo. O
método escolhido, com melhor resolugdo e tempo de andlise, foi em modo
isocrético utilizando-se como fase estacionéria uma coluna Suphespher Si-60,
com tamanho de particula de 5 uM e dimensdes de 250 mm de comprimento e
4,0 mm de didmetro interno. A fase movel utilizada foi Hexano com 0,1% HOAc
e i-PrOH (99,5:0,5), com um fluxo de 2 ml/min e tempo de anélise de 45 min.
Com o detector UV-vis-DAD nos seguintes comprimentos de onda 220 e 295
nm.

O preparo das amostras consistiu em solubilizar o material insaponificavel
em hexano grau HPLC na concentragdo de 10 mg / mL.

Para identificacdo de tocoferéis, os padrdes foram injetados
individualmente, em triplicata, no método de analise desenvolvido. O tempo de
retencdo meédio obtido para os padrbes de tocoferol foi comparado com o
tempo retencdo de possiveis tocoferdis observados nas amostras eluidas no
mesmo método. Posteriormente os padrbes foram co-injetados com as
amostras para confirmacdo da identificacdo dos tocoferdis, pelo método do

padrao externo.

3.11.2 Quantificacdo de tocoferois

Os padrdes de a, B, Y, e o - tocoferois foram injetados no volume de 50
puL, em triplicata, em concentracdes variaveis para construcdo das curvas de
calibracdo em analises realizadas no mesmo dia. As amostras foram injetadas
em duplicata no volume de 50 pL. A quantificacdo foi realizada pelo método do
padrdao externo. O calculo da concentracdo de tocoferol € dado pela

interpolacdo dos dados de area dos tocoferéis nas amostras, na equacao da
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reta obtida para cada um dos padrées. A concentracdo de tocoferol
determinada (cd) € ent&o relacionada a concentragdo total de amostra injetada
de material insaponificavel, e a 1g de 6leo (quantidade de 6leo submetida a

reacao de saponificacao).

3.12 Anédlise de fitoesterdides
3.12.1 Instrumentos cromatogréaficos

Foi utilizado um CG-EM para identificacdo de fitoesterdides e um CG-
DIC para quantificagdo. Os componentes foram identificados em comparagéo
com as bibliotecas ADAMS e NIST. O equipamento de CG-DIC € 0 mesmo

utilizado na quantificacéo de acidos graxos.

3.12.2 Método de analise e quantificacédo
O material insaponificavel (10 mg) foi previamente purificado para
analise de esterbides através de tratamento em coluna SEP-PAK de fase
normal utilizando-se como eluentes: hexano 100%, hexano : AcCOEt 8:2 e
AcOEt 100%. A fracao rica em esteroides, hexano:AcOEt (8:2), foi derivatizada
e analisada de acordo com o método descrito em Bowden et al.,, 2009 com
algumas modificacBes. Foi submetida a uma derivatizacdo com reagente de
sililacdo utilizando-se BSTFA/TMCS (1%) + Piridina (1:1) (100 pL de BSTFA /
TMCS, 100 pL de piridina e 3 mg de fracéo esteroidica) a 70-90 °C, por 30 min,
em banho ultrassonico.
A identificacdo dos esteroides presentes foi realizada em coluna capilar
Zebron ZB-5MS (Phenomenex) de 20 m de comprimento e pré-coluna de 5 m,

ambos de 0,18 mm de diametro interno com um filme de espessura de 0,18
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um. A temperatura da linha de transferéncia foi de 300° C. O injetor utilizado foi
em modo split razdo igual a 17 & 280° C com fluxo de 10 mL.min™®. A
temperatura do forno foi programada para comecar em 120° C por 2 minutos,
com aquecimento de 15 °C.min™* até 250 °C e finalmente aumentada a 5
°C.min™ até 300 °C, que foi mantida por 10 minutos. O gas de arraste utilizado
foi o Hélio com fluxo de 0,6 mL.min?. A temperatura da fonte de ions do
espectrometro de massas foi ajustada a 200° C e a ionizacdo realizada por
impacto eletronico a 70 eV. A faixa de varredura foi de 50 a 650 m/z.

A quantificagdo foi realizada no equipamento de CG-DIC utilizando-se o
mesmo método com a Unica diferenca de que o modo split do injetor foi
utilizado a 2:1. O método de quantificacao foi o de padréo interno. Utilizando-se
colesterol como padrdo. A concentracdo determinada foi relacionada a
guantidade de material saponificavel por grama de 6leo (quantidade de 6leo

submetida a reacao de saponificacéo).

3.13 Isolamento de substancia antioxidante PPP1

O extrato metandlico de pataua (14,0 g) foi solubilizado em MeOH: H,O
(3:7), e a seguir foi particionado com (3 x 200 mL) de hexano, logo a seguir foi
particionado com (3 x 200 mL) de cloroférmio e por ultimo (3 x 200 mL) de
acetato de etila. Cada fracdo foi concentrada em rotaevaporador e determinada
a massa.

Todas as fracBes foram analisadas através de placas de CCD, quanto a
atividade antioxidante, utilizando-se DPPH como reagente revelador, cuja
atividade € demonstrada pela formacdo de cor amarela em amostras ativas. As

fracbes também foram reveladas com reagente FeCls, (reagente especifico
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para fendlicos) e a presenca de fendlicos foi confirmada através da coloracdo
cinza escuro formada em amostras nas placas de CCD.

A fracdo AcOEt apresentou a maior quantidade de componentes
antioxidantes em placas de CCD, bem como a maior quantidade de compostos
fendlicos de acordo com reagente FeCls, por isso a fracdo AcOEt (1,75229) foi
submetida a uma coluna com 50 cm de altura e 3 cm de diametro. Utilizando-se
Sephadex LH-20 como fase estacionéaria (separacao por exclusdo em gel), e
metanol como fase mével. Foram obtidas 08 fracfes de 150 mL. A fracdo 05
(123,2 mg) foi submetida a uma coluna de silica flash com uma altura de 13 cm
e diametro de 1,5 cm. Obtendo-se 30 fracbes de 10 mL, que foram reunidas em
8 fragOes codificadas de 111A1 a 111A8. A fracdo 111A6 obtinha a substancia
pura, solido amorfo de cor marrom clara com massa de 7,0 mg, que foi
codificado como PPP1 (Figura 10). A substancia isolada PPP1 foi enviada ao

CBA para obtencado de dados espectroscopicos.

Figura 10. Substancia isolada PPP1 (Rf = 0,39 em CHCl3: MeOH (8:2) em

fase normal)
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3.14 Ensaios biolégicos

3.14.1 Anélise com reveladores quimicos em CCD

Todos os extratos metandlicos foram analisados por CCD usando
guercetina como padrdo positivo de comparagcdo. As cromatoplacas foram
eluidas em CHCIl;: MeOH (8:2) e apds secagem, foram nebulizadas com
reveladores especificos. Para indicacao de fendlicos foi utilizado o FeCl; como
revelador, observando-se a coloracdo azul esverdeada indicando a presenca
de fendlicos em todos os extratos. Para indicacao de atividade antioxidante foi
utilizado DPPH como revelador na concentracdo de 1 mg/mL, observando-se o
aparecimento de manchas amarelas sob fundo de coloracdo purpura apos 15

segundos indicando a atividade antioxidante em todos os extratos.

3.14.2 Anélise de fendlicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada por meio de
espectroscopia na regidao do visivel utilizando o método de Folin-Ciocalteau
(Velioglu et al., 1998) utilizando acido galico como padrao de referéncia.
> Preparo da curva de calibracdo com &cido galico: Foi preparada uma
solucéo de acido galico na concentracéo de 1,0 mg/mL e a partir desta solucéo
foram feitas diluicbes nas concentracfes de 0,5; 0,25; 0,125; e 0,0625 mg/mL
por uma série de diluicdes.
> Preparo das amostras: Foram preparadas solucdes de cada extrato na

concentracdo de 1,0 mg/mL em metanol grau HPLC.
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> Preparo dos reagentes: Foi preparada uma solugéo de bicarbonato de
sédio 6,0 % em agua Milli-Q e uma solucdo de reagente Folin-Ciocalteau (10,0
% v/v) em agua Milli-Q.

> Metodologia: Foram transferidos 200 yL da amostra a ser analisada, em
triplicata, para frascos ambar e adicionou-se 1,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau recém preparado (10,0 % m/v, em &gua purificada) para cada
frasco, ap6s cinco minutos foram adicionados 1,5 mL de solu¢do tampao de
bicarbonato de sddio (6,0 %). As amostras foram incubadas durante 90 minutos
em auséncia de luz. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro UV/Visivel

Femto 800Xl a 725 nm. Como branco utilizou-se agua Milli-Q.

> Célculo do teor de fenolicos totais: Uma curva de calibragdo foi
construida a partir dos dados de absorbancia obtidos das solucdes padréo de
acido galico. Atraves da interpolacdo dos valores de absorbancia dos extratos
na curva de calibracdo, calcula-se o teor de fendlicos totais expressos em

gramas (g) de acido galico por mL de solucdo (AG g/mL).

3.14.3. Teste da atividade antioxidante pela capacidade de sequestro do radical

livre DPPH-

A anadlise da capacidade de sequestro de radicais livres foi feita
utilizando o método de Blois (1958) modificado por Brand-Williams (1995) que
utiliza o radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH:). O radical
DPPH-apresenta coloracdo purpura e maximo de absorcdo em 517 nm.

Quando a solucdo de DPPH-reage com uma substancia que pode doar um



42

atomo de hidrogénio (redutor ou substancia antioxidante) passa a forma
reduzida e perde a coloracao caracteristica (Figura 11). Diferentes classes de
produtos quimicos tem apresentado estreita correlagdo entre as atividades
sequestradora de DPPH e antioxidante determinada em modelos bioldgicos e
outros nao biolégicos. Logo, o ensaio de atividade sequestradora do radical
DPPH se apresenta como um teste de predicdo de potencial atividade
antioxidante. Os resultados sdo apresentados comumente como a
concentragcdo (massa) de substrato que sequestra 50 % do radical DPPH, (%

CSso, em pg/mL), (Molineux, 2004; Brand-Williams et al., 1995).

e .
it

. H
O2N N OgN N—N
NO 5 NO 2
2,2-difenil-1-picril-hidrazil 2,2-difenil-1-picril-hidrazina
(Radical livre) (Nao Radical)

Figura 11. Estruturas das formas radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil e

sua forma reduzida.

Ensaio preliminar

Foi feito um ensaio preliminar para determinacdo da faixa de
concentracdo de cada extrato na qual se tem uma resposta linear da
concentracdo em funcdo da absorbancia e que por tanto, permite estimar a %

CSso. Para isso aplicou-se a metodologia indicada:
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> Preparo das amostras: Os extratos foram preparados na concentracao
de 1,0 mg / mL em metanol grau HPLC. A partir desta solucdo de 1,0 mg / mL
foram feitas duas diluicbes, uma de 0,1 e outra de 0,01 mg / mL, para cada
extrato.

> Preparo da solucédo de DPPH: Foi preparada uma solu¢cdo de DPPH- em
metanol grau HPLC na concentracédo de 0,2 mg / mL. A solucgé&o foi preparada
no momento da analise.

> Metodologia: 2,5 mL de cada amostra foram adicionados a 1,0 mL da
solucdo de DPPH-. A absorbéncia de cada solucdo foi lida em 518 nm em
espectrofotometro Femto 800 XI apdés 30 minutos de incubacdo em auséncia
de luz. Com os valores da absorbancia estimou-se a faixa de trabalho, que
consistiu em uma seérie de diluicbes (pelo menos cinco diluicbes) para cada

extrato.

Determinacédo da atividade antioxidante

> Preparo de amostras: Os extratos metandlicos de cada fruto foram
diluidos em cinco concentracfes em triplicata, que variaram de 1,000 a 0,0125
mg / mL, dependendo da faixa de concentracdo obtida no ensaio preliminar.

> Preparo do branco: como branco utilizou-se 2,5 mL da solucdo mais
concentrada de cada sequencia de dilui¢ao.

> Controle positivo: Utilizou-se a quercetina como padrédo de referéncia da
atividade antioxidante. Para isso foram preparadas solu¢cdes metandlicas de
quercetina de 20; 10; 5,0; 2,5 e 1,25 pg / mL por diluicdes sucessivas a partir

de uma solucdo-mae de 1,0 mg / mL.
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> Controle negativo: como controle negativo foi utlizado 2,5 mL de
metanol grau HPLC.

> Solucéo de DPPH: Foi preparada uma solu¢édo de DPPH- em metanol na
concentracdo de 0,2 mg / mL. A solucao foi preparada no momento da analise.

> Metodologia: 2,5 mL de cada amostra e controles foram adicionados a
1,0 mL da solugdo de DPPH-. A absorbancia de cada solugao foi lida em 518
nm em espectrofotdbmetro Femto 800 XI apdés 30 minutos de incubacdo em
auséncia de luz.

> Célculo da atividade antioxidante: As absorbéncias em 517 nm foram
convertidas em porcentagem da capacidade de sequestro do radical livre

DPPH- (%CS) usando a seguinte formula (Eq. 01).

%CS= 100 — (((Aamostra_ Abranco) X 100) /Acontrole) (01)

Com os valores de % CS calculados foram construidos graficos da %CS
para cada série em funcdo da concentracdo e dessa forma obteve-se a

equacao da reta para o calculo da %CSso (ug / mL).

3.14.4. Teste da atividade antioxidante pela capacidade redutora do Ferro -
Fe3*- (FRAP)

O meétodo FRAP (“ferric reducing/antioxidant power assay”), determina a
capacidade redutora de Fe® para Fe?" das substancias antioxidantes, via
avaliacdo da reducdo do complexo [Fe*(TPTZ),** (ferritripiridiltriazina) a
ferroso-tripiridiltriazina [(Fe**-(TPTZ),]** (Figura 12). A reacéo é observada pela

coloracdo azul do complexo [Fe?*-(TPTZ),]** com um méaximo de absorcdo em
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595 nm (Benzi, et al.,, 1996; Luximon-Ramman, 2002). Os valores sao

expressos em mM de Fe?" por g de peso seco.

=N _N__zN N N =N
I:E-:ul /‘[\ +1e 1 B Fe |
=i EE—— ol i ™,
N “NF | h E | N'f"T
,-"NW%N"H““‘ *ij S l'Nxf “N ‘“*«L/N*?h .
H_\_\_;;-f"" _-_':."- = o
[Fe(III)(TPTZ),]** [Fe(II)(TPTZ),]**
cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 12. Estruturas do TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com

Fe (I) e Fe (Il).

> Preparo da curva de calibracdo de sulfato ferroso (Fe,SO,7H,0): A
partir de uma solucdo de sulfato ferroso na concentracdo 2 mM foram
preparadas solucdes de 1000, 500, 250 e 125 uM.

> Preparo das amostras: Foram preparadas solucdes de cada extrato em
MeOH grau HPLC na concentracéao de 1,0 mg/mL.

> Preparo dos reagentes: O reagente FRAP consiste na mistura de uma
solucédo de FeCl36H,O 20 mM, uma solucédo de TPTZ [2,4,6-tri(2-pridil)-1,3,5-
triazina] 10 mM e uma solucéo de tampédo de HOAc/ NaOAc 0,3 M pH 3,6 na
proporc¢ao 1:1:10.

> Metodologia: 100 uyL da amostra, em triplicata, foram transferidos para
um frasco, depois adicionados 300 uL de agua Milli-Q seguido de 3,0 mL do

reagente complexante FRAP. Apds 4 minutos de incubacdo a temperatura
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ambiente foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotometro Femto 800 Xl
em 593 nm.

> Célculo da concentracdo de Fe?": Os valores da concentragdo em pM de
Fe?* foram obtidos por interpolacdo dos valores de absorbancia dos extratos na
curva de calibracdo de Fe,S0O,7H,0. Os valores de capacidade de reducao de

Fe* a Fe?* sdo expressos em uM de Fe?*/g extrato seco.

3.14.5 Teste de atividade larvicida

O teste de atividade larvicida foi realizado no Laboratorio de Malaria
CPCS / INPA, pela Dra. Ana Cristina Pinto, sob responsabilidade do Dr.
Wanderli Pedro Tadei, com objetivo de avaliar a letalidade das larvas dos
mosquitos de A. aegypti e Culex quinquefasciatus, quando expostos a extratos

metanolicos dos frutos e fracdes provenientes de particoes desses extratos.

3.145.1 Teste de letalidade para as larvas de Aedes aegypti

Os ovos de A. aegypti sdo colocados em agua para incubar por 3-4 dias.
A seguir, 10 larvas (3° estadio) sdo separadas em copinhos descartaveis com
alimento (composto de farinha de peixe com pé de figado) e 10 mL de agua de
torneira, em triplicata.

As amostras sdo entdo dissolvidas em DMSO ou Tween-80
(dependendo da polaridade das substancias) numa concentracdo de 50 mg /
mL. Desta solugéo, 100 uL (concentracdo de DMSO 1%) séo transferidos para
0s copos descartaveis, alcancando um volume final de 10 mL e concentracao

final de 500 ug / mL. O controle negativo € preparado analogamente com agua
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de torneira e DMSO na concentragdo final de 1 %, como controle positivo
utiliza-se padrdo de temefds. Cada experimento é preparado em triplicata e
comparado com o controle negativo ap6s 24 h e 48 h de incubacédo a 26-27 °C.
(Pohlit et al., 2004) Os valores de DLsp sédo calculados a partir das diluicdes
sucessivas de 500, 250, 100, 50 e 25 pg/mL, e andlise de Probit usando

POLOPC.

3.145.2 Teste de letalidade para as larvas de Culex quinquefasciatus
A metodologia para determinac¢éo da letalidade das larvas de Culex, é a
mesma utilizada para Aedes aegypti, apenas utilizando-se as larvas de Culex

quinguefasciatus.

3.14.6 Testes de inibicdo enzimatica
3.14.6.1 Teste de inibicdo da enzima lipoxigenase

Lipoxigenase € uma enzima que catalisa a régio- e estereo-especifica
oxigenacdo de acidos graxos poli-insaturados contendo um sistema
pentadienico 1 (Z), 4 (Z), tal como acido linoleico e acido araquidénico, em seu
1-hidroperoxi-1(E), 4(Z)-pentadieno. O metabolismo do acido araquiddnico
através da rota da lipoxigenase gera varios lipidios biologicamente ativos que
tem importante papel na inflamacdo. A busca por novos inibidores da enzima
lipoxigenase sdo benéficos ndo apenas no tratamento da inflamacdo, mas
também no combate a varias outras doencas relacionadas tal como trombose,

artrite, asma brénquica e progressao de tumores. (Ngoc et al., 2008)
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Torna-se importante verificar a inibicdo dessa enzima j4 que o pataua e
bacaba s&o apontados como frutos utilizados no tratamento de inflamacgdes
brénquicas e asma.

Para o teste foi utilizada a metodologia descrita em Aziz et al., 2004,
com as modificacOes descritas em Ngoc et al.,, 2008. A mistura reacional foi
preparada adicionando-se 470 pL de 20 mM de tampéo fosfato de sédio (pH =
8,0), 10 pL da amostra a ser testada na concentracdo de 10 mg/mL para
extrato e 1 mg/mL para substancia isolada, 10 pL da solucéo de &cido linoleico
(conc. Final 40uM), 10 pL de lipoxigenase (100.000 U/mL). A mistura foi
homogeneizada e incubada por 5 min a temperatura ambiente. Apos a
incubacédo, a absorcéo foi medida num espectrofotobmetro de ultravioleta no
comprimento de onda de 234 nm no periodo de 0 a 5 min. Anotando-se a
absorbancia no tempo 0 min e no tempo 5 min. calculando-se a variacao de
absorbancia. Como branco foi utilizado o meio reacional sem enzima, como
controle negativo foi utilizado o meio reacional, 10 uL de DMSO sem composto
teste, e como controle positivo utilizou-se o0 meio reacional e 10 pL de
guercetina.

O percentual de inibicéo foi medido utilizando-se a seguinte formula:

% inibicdo = AA controle - AA amostra x 100

AA controle
Foram testados o0s extratos metandlicos de Oenocarpus bataua,

Endopleura uchi, Oenocarpus bacaba e Leopoldinia piassaba.
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3.14.6.2 Teste de inibigcdo da enzima acetilcolinesterase

O ensaio da inibicdo enziméatica da enzima acetilcolinesterase foi
avaliada segundo a metodologia descrita por EImann et al. (1961), adaptada
por Rhee et al., (2001). O ensaio foi realizado para os extratos metandlicos dos
frutos e a substancia isolada piceatanol.

As amostras foram eluidas em CCD utilizando-se CHCIl;: MeOH (8:2)
(em duplicata). A seguir uma das placas foram reveladas com anisaldeido e a
outra foi pulverizada com a mistura (1:1) do reagente de Ellman (acido 5,5 —
ditiobis-2-nitrobenzoéico, DTNB) 1mM em tampéo Tris — HCl| 50Mm, pH = 8,0 e
uma solucdo de iodeto de acetilcolina (ATCI) 1mM em tampé&o de Tris — HCI
50Mm, pH = 8,0. Apds 5 min, pulverizou-se a placa de CCD com a solucéo de
enzima acetilcolinesterase 1000 U/mL no mesmo tamp&o. Apos 10 min, a
inibicdo foi constatada pela auséncia de cor amarela e surgimento de halo
branco. Como padréao positivo foi usado a eserina (também conhecida como

fisostigmina, alcaloide utilizado comercialmente como inibidor desta enzima).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos ponderais dos frutos
Os frutos foram despolpados e o percentual de casca, polpa e sementes
foi medido, este percentual é importante para verificar qual das partes do fruto

€ mais promissora para uma producdo de 6leo em larga escala. Este estudo

encontra-se na tabela 02.

Tabela. 02 Estudo ponderal dos frutos

Fruto Partes do Massa (g) (%)
fruto
Inteiro 290,8 -
Bacaba Polpa e casca 212,1 72,89
269 frutos Sementes 78,64 27,01
Inteiro 1.236 -
Uxi Polpa e casca 906,3 73,30
26 frutos Semente 326,9 26,44
Inteiro 4,292 -
Piacava Polpa 1.280 29,83
90 frutos Casca 519,2 12,09
Semente 2.492 58,06
Inteiro 264,6 -
Pataua Polpa 31,35 13,15
20 frutos Casca 46,22 17,46
Semente 169,1 63,87

Neste estudo observa-se que a bacaba e uxi quando considerados 0s
pesos de casca e polpa obtiveram os maiores percentuais de 72,9 e 73,3%,
enquanto que os outros frutos apresentaram maior percentual de sementes.
Sendo que os resultados encontrados para o pataua sdo semelhantes aos
descritos por Cavalcante (1991), que mostra um percentual de casca de 17,2%,

polpa 18,1% e semente 64,6%.
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4.2 Teor percentual de 4gua

Foi medido o teor percentual de 4gua nas polpas e sementes dos frutos,
dado que € importante para verificar o quanto o fruto € promissor na producao
de 6leo e outras vitaminas. Verifica-se que a quantidade de agua em todas as
polpas é maior que a quantidade de 6leo nos frutos (tabela 03). O teor de 6leo
extraido do material fresco foi calculado com base no 6leo extraido a frio e em
liquidificador, este tipo de extracdo foi realizado para evitar a perda de
substancias termo- e foto-sensiveis. Essas extracdes foram processadas
levando-se em consideracdo a quantidade de agua presente na polpa, a
acetona foi utilizada como primeiro solvente na extracao por ser a acetona um
solvente de média polaridade e miscivel em agua. Por esse motivo, ocorre uma
maior facilidade da interacdo da acetona com as fibras da polpa para extracao
de componentes. O hexano foi utilizado logo a seguir para extracdo do oleo, ja
gue a acetona sendo miscivel com hexano facilita a extracdo de lipideos da
célula vegetal. O extrato acetdnico foi particionado com hexano, para extracao
de dleo presente nesse extrato. Os valores de percentual obtidos para o 6leo
de bacaba, pataua, e uxi-amarelo ndo se relacionam com os valores
apresentados pela literatura. Por exemplo, Rodrigues et al.,(2010) mostram um
teor percentual de Oleo para pataua de 41,8% em peso fresco, Montufar (2010)
aponta 51,6% em peso seco. Sendo que Rodrigues nédo fala sobre o processo
de extracdo do 0leo, e Montufar usa CH,CIl, e CHCI3; para extracdo de Oleo,
podendo extrair outros componentes além dos lipidicos. Lubrano e Robin
(1994) mencionam 5,4% em peso seco, utilizando-se uma Unica extragdo com

hexano em Soxhlet por duas horas, enquanto nesta analise obtivemos 14,2%
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de teor em peso seco. Para bacaba, Lubrano e Robin (1994) apontam 6,6% em
peso seco, Montufar (2010) 3,16% em peso seco e Pinto (1955) um percentual
de 33%, enquanto para esta analise obtivemos 38,6% de teor percentual de
6leo em peso seco. Marx et al., (2002) aponta 14,81% de 6leo no uxi, em

nossa andlise obtivemos 22,6% em peso seco (tabela 04).

Tabela. 03 Teor percentual de agua

Fruto Parte do  Material Material Teor (%)
fruto fresco (g) seco (Q) agua
Pataua Polpa 104,7 86,52 17,40
Semente 6.173 4642 24,80
Bacaba Polpa 85,41 51,93 39,20
Semente 59,14 36,70 37,94
Uxi Polpa 206,1 141,0 31,59
Semente 225,4 161,3 28,44
Piacava Polpa 58,09 19,79 65,93
Semente 96,04 44,58 46,41

Tabela. 04 Teor percentual de 6leo extraido de material fresco e seco

Fruto Parte Material Material Teor (%)  Teor (%)
do fresco seco O0leo peso 0Oleo peso
fruto (9) (9) fresco seco

Pataua  Polpa 104,7 86,52 15,41% 14,21%
Bacaba Polpa 85,41 51,93 12,35% 38,62%

Uxi Polpa 206,1 141,0 16,98% 22,60%
Piacava Polpa 58,09 19,79 8,693% 16,24%

4.3 Preparacao de Extratos

Os frutos foram despolpados e armazenados em freezer. A polpa fresca
dos frutos foi extraida a frio com acetona e posteriormente particionada com
hexano, AcOEt e CHCI; a frio para conservacdo de substancias termo
sensiveis como o0s carotendides. O teor de extrativos, em relacdo a polpa

fresca, e fracBes encontram-se na tabela 05:
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Tabela 05. Teor de extrativos das extracdes e particoes

Fruto Tipo de amostra Massa (g) Teor (%)
Ext. Hex. Liquid. 69,90 14,93
Part. Fr. aquosa 48,97 10,46
Pataua Part. Fr. AcOEt 1,191 0,2544
(468,29)
Ext. Hex. Liquid. 55,47 16,98
Uxi Part. Fr. aquosa 7,432 2,274
(326,89) Part. Fr. CHCl; 0,3234 0,09897
Ext. hex. Liquid. 26,20 12,35
Bacaba polpa Part. Fr. Aquosa 7,481 3,527
(212,19) Part. Fr. CHCl; 0,1562 0,07365
Ext. Hex. Liquid. 17,47 8,735
Piacava fruto Part. Fr. aquosa 2,371 1,185
(200,09) Part. Fr. CHCI3 0,08234 0,04117
Piagava vinho Ext. Hex. Liquid. 24,40 12,20
(200 mL) Part. Fr. Aquosa 3,281 1,641

Verificou-se que a polpa de uxi foi a que apresentou maior percentual de
Oleo extraido de 16%, seguida por pataua com 14,6% de Oleo extraido.
Verificou-se também que 200 mL de vinho de piacava apresentam 24,49 e 12,2

% de 0leo, um alto teor para o consumo na forma de vinho.

4.3.1 ExtracOes por Soxhlet

A polpa e semente dos frutos foram extraidas em aparelhagem do tipo
Soxhlet para os testes de atividade biolégica e comparacdo de componentes
guimicos. O teor de extrativos foi calculado tanto para os extratos hexanicos,

guanto para os extratos metandlicos. (Tabela 06)
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Fruto Parte do Massade Extrato Extrato Teor (%) Teor
fruto serragem  Hex (Q9) MeOH Hex (%)

(9) (9) MeOH

Pataua Polpa 235,1 33,40 46,85 14,2 19,9
Semente 443.8 0,81 43,80 0,18 9,87

Bacaba Polpa 120,5 46,51 5,660 38,6 4,69
Semente 50,01 4,83 3,771 9,66 7,54

Uxi Polpa 141,0 31,94 2,450 22,6 1,74
Semente 1,415 0,053 0,370 3,74 26,6

Piacava Polpa 70,73 11,44 4,391 16,2 6,22
Semente 2425 15,26 5,141 6,29 2,12

Verificou-se que a polpa de bacaba foi a que apresentou maior

percentual de 6leo extraido de 38,6%, seguida pela polpa de uxi com 22,6%.

Quanto ao extrato metandlico as sementes de uxi apresentam maior percentual

de componentes extraidos com 26,6%, seguida pela polpa de pataua com

19,9%.

4.4 Andlises da composicado de acidos graxos

A identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos presentes no 6leo

foi realizada através da comparacdo com os tempos de retencdo dos padrbes

de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME), obtidos em duas colunas: apolar

e polar. Tabela 07.



Tabela 07 — Tempos de retencdo dos padrées de FAME analisados por CG-FID

tr (Min) tr (Min)

Acidos graxos Cadeia Col. Apolar Col. Polar
Laurico C12:0 6,79 5,56
Miristico C 14:0 11,98 8,64
Miristoléico C 14:1 cis-9 11,52 9,49
Palmitico C 16:0 24,74 15,08
Palmitoléico C 16:1 cis-9 22,64 16,26
Estearico C 18:0 57,16 27,49
Cis-vaccénico C 18:1 cis-11 51,33 31,93
Oleico C 18:1 cis-9 50,80 31,61
Elaidico C 18:1 cis-12 53,51 33,42
Linoleico C 18:2 cis-9, 12 49,13 36,98
a-linolénico C 18:3 cis-9,12,15 49,51 45,80
y-linolénico C 18:3 cis-6,9,12 44,75 40,49
Araquidico C 200 70,59 61,55
Eicosenoico C 20:1 cis-11 69,76 62,98
Nervonico C24:1 77,09 74,55

4.4.1 Cadeia graxa de Pataua

Foi possivel identificar 98,3% dos picos de ésteres metilicos. Os
percentuais de cadeia graxa nas tabelas sao o valor médio das areas dos picos

identificados nos cromatogramas obtidos nas duas colunas. Tabela 08.
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Tabela 08 — Tempos de retencao observados para os acidos graxos identificados

Acidos graxos tg (Min) tg (Min) %
) identificados Coluna apolar Coluna polar Area média
Acido olglco (C18:1 50,683 31.399 74.8
Cis-9)
Acido palmitico
(C16:0) 24,866 15,087 16,2
Acido cis-vaccénico
(C18:1 cis-11) 51,478 31,874 1,98
Acido estearico
(C18:0) 57,301 29,479 1,92
Acido linoleico (C18:2
Cis-9,12) 48,329 36,199 1,25
Acido miristico
(C14:0) 12,001 8,611 1,22
Acido palmitoléico
(C16:1 cis-9) 22,588 16,155 0,61
Acido laurico
(C12:0) 6,798 5,637 0,40
Total 98,4

O o6leo de pataua apresentou em sua composi¢cdo de cadeia graxa um
alto indice de acido oléico de acordo com a literatura, 74,8% de acido oleico
(C18:1 cis-9) e 16,2% de acido palmitico (C16:0), 1,98% de acido cis-vaccénico
(C18:1 cis 11), 1,92% de acido estearico (C18:0), 1,25% de acido linoleico
(C18:2 cis-9,12) 1,22% de &acido miristico (C14:0) e 0,61% de acido
palmitoléico (C16:1 cis-9) e 0,40% de acido laurico (C12:0). O acido cis-
vaccénico é o terceiro mais abundante com 1,98%, e foi identificado apenas
uma vez na literatura em amostras de Oleo de pataua do Peru e Guiana
Francesa (Montufar, 2010), sendo esta a primeira vez que € identificado no
O0leo do pataua amazonico. O acido laurico foi identificado também pela
primeira vez no 6leo de pataua amazonico, sendo que a literatura relata a
presenca dele apenas uma Unica vez em amostra de Oleo de pataua
proveniente da Colémbia. Em contrapartida o acido a-linolénico ja identificado

na literatura, nao foi identificado nesta andlise. Figura 13.
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Figura 13. Cromatogramas obtidos em coluna apolar e polar (FID A e FID

B, respectivamente) da cadeia graxa de pataua.

4.4.2 Cadeia graxa de Bacaba
Foram identificados 99,1% dos picos de ésteres metilicos. Tabela 09.

Tabela 09 — Tempos de retencao observados para os acidos graxos identificados

Acidos graxos tr (Min) tr (Min) %
) identificados Coluna apolar Coluna polar Area média
Acido olglco (C18:1 50433 31.299 47.9
Cis-9)
Acido palmitico
’ (C16:0) 24,961 15,184 37,9
Acido Ilnolelco (C18:2 48.363 36.299 6.65
Cis-9,12)
Acido estearico
(C18:0) 57,271 29,529 3,68
Acido cis-vaccénico
(C18:1 cis-11) 51,398 31,906 2,21
Acido palmitoléico
(C16:1 cis-9) 22,587 16,197 0,54
Acido miristico
(C14-0) 11,992 8,629 0,20

Total 99,1
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O oleo de bacaba apresentou a seguinte composicédo 47,9% de &cido
oléico (C18:1 cis-9), 37,9% de acido palmitico (C16:0), 6,65% de acido linoléico
(C 18:2 cis 9,12), 3,68% de acido estearico (C18:0), 2,21% de acido cis-
vaccénico (C18:1 cis-11), 0,54% de acido palmitoléico (C16:1 cis-9) e 0,20% de

acido miristico (14:0). Figura 14.
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Figura 14. Cromatogramas obtidos em coluna apolar e polar (FID A e FID

B, respectivamente) da cadeia graxa de Bacaba
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4.4.3 Cadeia graxa de uxi
Foram identificados 99,4% dos picos de ésteres metilicos. (Tabela 10)

Tabela 10 — Tempos de retencao observados para os acidos graxos identificados

Acido graxo tr (Min) tr (Min) %
identificado Coluna apolar  Colunapolar  Area média
Acido oleico (C18:1 50,652 31.419 67,6
] Cis-9)
Acid(%gglzgl’tico 24,876 15,135 18,9
Acid(% igt:%f;lrico 57,420 29,598 10,3
Acido I(i:riwé)_lgjig)(C18:2 48.348 36.283 2.05
Acio(lgﬂi:rés)tico 11,992 8,628 0,31
ACi(dcollzé:lcj);ico 6,793 5,549 0,21
Total 99.4

O ¢6leo de uchi apresentou 67,6% de acido oléico (C18:1-cis 9), 18,9%
de acido palmitico (C16:0), 10,3% de acido estearico (C18:0) e 2,05% de acido
linoléico (C18:2 cis 9,12) como majoritarios, verifica-se que mesmo com um
bom percentual de acido insaturado, o nivel de gordura saturada também é
elevado. Apresentou ainda tracos de miristico (C14:0) e laurico (C12:0). Os
acidos linolénico e eicosanoico previstos na literatura, ndo foram identificados.
Porém a analise mostrou a presenca de acido laurico identificado pela primeira

vez no 6leo de uxi. Figura 15.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos em coluna apolar e polar (FID A e FID

B, respectivamente) da cadeia graxa de UKxi

4.4.4 Cadeia graxa de piacaba
Foram identificados 99,5% dos picos de ésteres metilicos. (Tabela 11)

Tabela 11 — Tempos de retencdo observados para os acidos graxos identificados

Acido graxo tr (Min) tr (Min) %
identificado Coluna apolar Coluna polar Area média
Acido olglco (C18:1 50,732 31,478 615
Cis-9)
Acido palmitico
(C16:0) 24,988 15,199 32,3
Acido estearico
(C18:0) 57,301 29,561 2,4
Acido cis-vaccénico
(C18:1 cis-11) 51,514 31,969 2,3
Acido palmitoléico
(C16:1 cis-9) 22,586 16,197 0,54
Acido miristico
(C14:0) 11,989 8,627 0,28
Acido nervonico
(C24:1) 77,373 74,477 0,25

Total 99,5
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E identificou-se os seguintes acidos graxos no oOleo de piacava: 61,5%
de acido oléico (C18:1 cis-9), 32,3% de acido palmitico (C16:0), 2,4% de &cido
estearico (C18:0), 2,3% de acido cis-vaccenico (C18:1 cis-11), e tracos de
acido palmitoléico (C16:1 cis-9), miristico (C14:0), &cido nervénico (C24:1), e
acido eicosenoico (C20:1 cis-11). A composicdo de &cidos graxos de piacava é

descrita na literatura pela primeira vez neste trabalho. Figura 16.

FIDLA, (PATRICIAZ_PI_HF1D)

175

150 —|

125 |

100

77.373
78.529

N o ~
a =] a
1 1 1
.
11.989
5 22.586
e 24988

5 57.301
69761
| 70.601

o
S}
y
3
B

FID2B, (PATRICIAZ_PI_HFLD)

175 o

150

31478

125 +

100

n
&

r‘rlm‘}

~ 8,627

=

& 16.197

&4477

o T : T
10 20

T T
40 50 60 70 mi

Figura 16. Cromatogramas obtidos em coluna apolar e polar (FID A e FID

B, respectivamente) da cadeia graxa de Piagava.

Em resumo a composicdo da cadeia graxa demonstrou um alto teor de
acido oléico no 6leo de pataud, seguidos por uchi e piacava (74, 67 e 61 %
respectivamente). O acido palmitico também apresenta um grande teor em
bacaba e piassaba (37 e 32 % respectivamente). O acido estearico apresenta

10, 2% em uchi. A seguir a tabela 12 mostra os resultados comparativos da
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composicdo de cadeia graxa, demonstrando que o 6leo de pataua € uma
potente fonte de acido oléico e ainda um 6leo que apresenta um pequeno teor
de gordura saturada, confirmando a literatura que o indica como um 6leo
saudavel comparavel ao azeite de oliva.

Tabela 12. Resultado comparativo da composi¢cdo da cadeia graxa dos frutos

Acido graxo Oenocarpus Oenocarpus Leopoldinia Endopleura
identificado Bataua Bacaba piassaba uchi
C12:0 * - - *
C14:0 1,2 * * *
C16:0 16,2 37,9 32,5 18,9
Cl6:1 * * * -
Cis-9
C18:0 2,0 3,7 2,5 10,2
ci8:1 74,0 48,0 61,5 67,3
Cis-9
ci8:1 2,0 2,3 2,3 -
Cis-11
C18:2 cis9,12 1,25 6,65 - 2,05
C20:1 - - * -
Cis-11
C24:1 - - * -
Somatorio 97,1 99,2 99,5 97,3
*tragos

4.5 Composicao de esteroides nos 0leos das polpas

Para identificacdo e quantificacdo de esteréides o material
insaponificavel contendo os esterdides e triterpenos foi purificado a partir de
cartucho de SEP-PAK, utilizando-se como gradiente de eluicdo os solventes
Hex 100%, Hex/AcOEt (8:2) e AcOEt 100%. Estas fracdes foram analisadas

por CCD utilizando-se Hex/AcOEt (8:2) como eluente. (Figura 17)
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Figura 17. Placa de CCD com fracGes obtidas na purificagdo via SEP-PAK

antes da derivatizacao e padrao de esteroide.

Todas estas fracbes foram entdo submetidas a derivatizacdo com
BSTFA/TMCS (1%) + Piridina (1:1), e posteriormente analisadas em CG-EM se
verificando que o0s esteroides e triterpenos estavam presentes apenas na
fracdo HEX: AcOEt 8:2. Os fitoesterbides e triterpenos foram entao
identificados observando-se o perfil de fragmentacdo e comparando-os com 0s
dados das bibliotecas NIST e Adams.

4.5.1 Identificacéo de fitoesteroides

Sete fitoesteréides foram identificados nos Oleos, sendo quatro
classificados como 4,4-desmetil-esterdis (com os tempos de retencdo médios tr
medio = 19,88; 20,15; 20,80; 20,97 min), e trés como 4,4-dimetil-esterois (tr medio
=21,61; 22,27; 21,57 min).

O pico em tg medio 19,88 min foi identificado como campsterol, através da
comparacao com os dados da biblioteca digital com 83% de probabilidade e foi

confirmado pelo perfil de fragmentacéo disposto na Figura 18.
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Figura 18 — Espectro de massas de campsterol

Verificou-se a presenga do ion molecular em m/z 472,35 e também de
fragmentacOes caracteristicas em m/z 457,28 pela perda de uma metila [M —
CHs]", em m/z 382,39 pela perda do grupo trimetilsililoxil protonado [M —
TMSOH]", em m/z 343,25 pela perda referente as quebras em C1-C2 e C4-C5
[M — TMSO — C3Hg4]*, em m/z 367,20 pela perda da metila C19 favorecida pela
dupla em C5 e perda do grupo TMSOH [M — TMSOH — CH3]".

O pico em tg medio 20,15 min foi identificado como estigmasterol através
de comparacao com a biblioteca com uma média de 84% de probabilidade e foi

confirmado pelo perfil de fragmentacéo apresentado na Figura 19.
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Figura 19 — Espectro de massas de estigmasterol

O pico do ion molecular em m/z 484,44, seguido pelo m/z 469,23 [M —

CHa]", miz 394,36 [M — TMSOH]J*, m/z 379,25 [M — TMSOH — CHs]*, m/z 255

pela perda da cadeia alquilica lateral e perda do grupo TMSOH, [M — C1oH19 —

TMSOH]" e m/z 129 [M — Cy6Ha3] pela quebra em C1-C2 e C4-C5. Os ions em

m/z 394, 379, 255 e 129 sdo apresentados por Andrasi et al., (2011) como

caracteristicos de estigmasterol.

O pico em tg medic 20,80 min foi identificado em comparacdo com a

biblioteca como sendo B-sitosterol com uma média de 95% de probabilidade. O

gue foi confirmado pelo perfil de fragmentacéo no espectro da Figura 20.
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Figura 20 — Espectro de massas de B-sitosterol

O pico do ion molecular em m/z 486,40 seguido pela perda de uma
metila m/z 471,38 [M — CH3]", e m/z 396,33 [M — TMSOH]*, m/z 381,31 [M —
CHs — TMSOH]*, m/z 357,33 [M — C3Hs — TMSOY]", pela quebra em C1 — C2 e
C4 — C5, m/z 255,16 pela perda da cadeia lateral e perda do grupo TMSOH e
m/z 213,10 pela perda da cadeia lateral com quebras em C13 — C17 e C14 —
C15 e perda do grupo TMSOH, [M — CisHz; — TMSOH]" e m/z 129 [M —
Ca6Haa]* pela quebra em C1-C2 e C4-C5.

Os picos em m/z 396, 381, 255 e 129 também sdo apresentados por
Andrasi et al., (2011), como sendo caracteristicos de 3 — sitosterol.

O pico em tg medic 20,98 min foi identificado em comparacdo com a
biblioteca como sendo o A5 — avenasterol com 63% de probabilidade em média.

O que foi confirmado pelo perfil de fragmentacdo no espectro da Figura

21.
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Figura 21 — Espectro de massas de A5 — avenasterol

O pico do ion molecular em m/z 484,31, seguido pela perda de metila
em m/z 469,32 [M — CHs]*, m/z 394,31 [M — TMSOH]", m/z 386,29 pela perda
da cadeia lateral pela quebra C22-C23 favorecida pela dupla em C24-C28 que
estabiliza o radical formado, [M — C7H14]". Também em m/z 296,24 pela quebra
da cadeia lateral em C22-C23 e perda do grupo TMSOH [M — C/His —
TMSOH]*, em m/z 281,15 [M — C7H14 — CHz — TMSOH]".

O pico em tg medio 21,61 min foi identificado como cicloartenol em com a
biblioteca digital com uma média de 73% de probabilidade.

O espectro (Figura 22) com o perfil de fragmentacdo encontra-se abaixo:
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O pico do ion molecular em m/z 498,36 seguido pela perda de metila em

m/z 483,35 [M — CHs]", m/z 408,36 [M — TMSOH]", m/z 365, pela perda dos

carbonos C1, C2 e C3 junto ao grupo TMSOH pela quebra em C3-C4 e C1-

C10. [M — CgH17SiO]*, m/z 339,30 pela perda da cadeia lateral com quebra em

C22-C23 e perda do grupo TMSOH, [M — CsHg— TMSOH]".

O pico em tg medio 22,33 min foi identificado como 24-metileno-

cicloartenol em comparacdo com a biblioteca com uma média de 50% de

probabilidade. O perfil de fragmentac&o encontra-se na Figura 23.
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Figura 23 — Espectro de massas de 24 — metileno — cicloartenol

O pico m/z 440 é o pico do ion molecular néo sililado que n&o aparece
no espectro, no entanto, verifica-se o pico em m/z 422,37 referente a perda de
H,O [M-H.0]*, ou seja a didroxila protonada. Também possui m/z 407,40
referente a perda de H,O e um CHs; [M-H,O-CHs]" e m/z 379,32 pela quebra
de C24-C25 e perda de TMSOH [M-C3H;-TMSOH]".

Finalmente o pico com tg medic 21,57 min que foi identificado pela
biblioteca como eufadienol identificado apenas no 6leo de bacaba com uma

probabilidade de 52,5%. O perfil de fragmentacéo esta na Figura 24.
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Figura 24 — Espectro de massas de eufadienol

O pico do ion molecular é m/z 498,52 seguido pela perda de metila em
m/z 483,35, [M — CHs]" e m/z 408,14, [M — TMSOH]", m/z 398,38 [M — CH3 —
TMSOH]" pela perda de metila favorecida pela dupla no anel C em C9-C8. E

m/z 365 pela quebra em C1-C10 e C3-C4, [M — C3H; — TMSOH]".

4.5.2 Quantificacao de fitoesterdides

A quantificacdo de fitoesterodides foi realizada utilizando-se o método do
padrdo interno, utilizando-se colesterol como padréo ja que a presenca deste
nao foi identificada nas amostras por ser de origem animal.

Foi construida uma curva de calibracdo utilizando-se concentracdes de
0,5 a 0,004 ug / mL. Como pode ser visto na coluna de calibracédo de colesterol
sililado. (Figura 25). A equacao da reta desta curva foi utilizada para calcular a
concentracdo real de colesterol injetada concomitantemente com cada

amostra.
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Figura 25 — Coluna de calibracéo do padréao interno, o colesterol
O esteroide majoritario em todos os frutos foi o B-sitosterol (41-86%).
Tabela 13.

Tabela 13. Composicao % de esterdides nos 6leos dos frutos

Esterdides Pataua Bacaba Uchi Piacava
campesterol 5,87 6,94 5,05 9,66
estigmasterol 14,93 4,17 10,68 10,15
B-sitosterol 31,27 71,80 53,69 63,91
A5-avenasterol 23,18 - 7,84 12,67
eufadienol - 3,61 - -
24-metileno- 6,12 13,46 13,17 3,59
cicloartenol

cicloartenol 18,63 - 9,56 -
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E a composicao de esteroides foi calculada em mg por Kg de 6leo. De

acordo com a Tabela 14.

Tabela 14 — Composicao de esterdides nos 6leos dos frutos (mg / kg 6leo)?

Esterdides Pataua Bacaba Uchi Piacava
Campesterol 11,41 + 0,00 10,38+ 0,14 9,29 + 0,00 15,36 + 0,15
Stigmasterol 29,03+ 0,01 6,24 + 0,05 19,64 +1,4x 16,14 + 0,31

10%
B-sitosterol 60,79 £ 0,11 107,30 £ 0,01 98,78 £ 0,41 101,6 + 0,53
A5-avenasterol 45,06 £1,0 - 14,43+0,03 20,15+0,01
Eufadienol - 5,40 + 0,00 - -
24-metileno- 11,90 + 0,01 20,12 + 0,00 24,22 + 0,30 5,71 + 0,00
cicloartenol
Cicloartenol 36,21+ 0,01 - 17,59 £ 0,00 -

%0 resultado foi expresso como valor médio de duas determinacGes + desvio

padréo

Observou-se que pataua apresentou o maior nivel de esteroides com

194,4 mg / Kg o que equivale a 0,02% de esteroides identificados no material

insaponificavel, um valor inferior ao observado por Montufar et al., (2010) em

estudos com o pataua coletado no Peru de 0,03% de esterdides. Para Uchi o

teor de esteroides identificados é de 0,02% ou seja, 183,95 mg / Kg. No

entanto, estes valores para uchi sdo bem contraditérios uma vez que Marx et

al., (2002) aponta 1378 mg / 100 g de 6leo de Uchi do Para e Costa et al.,

(2010) aponta de 108 a 360 mg / 100g de 6leo de Uchi coletado no Norte do

Brasil.
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Observa-se que bacaba € a que apresenta o maior nivel de B3-sitosterol
com 107,3 mg por Kg de 6leo, de 71,8% um dado semelhante ao exposto por
Lubrano et al. (1994) de 72%. O mesmo ocorre para pataua com 31% de B-
sitosterol enquanto Lubrano descreve 36% nesse fruto. O segundo fruto com
maior indice de B-sitosterol é a piacava com 101,6 mg por Kg de 6leo o que
corresponde a 63,9% do percentual de esterdides identificados no 6leo do
fruto. O fitoesterdide minoritario foi o campesterol sendo que para bacaba o
fitoesteréide de menor composicdo foi o eufadienol com 3% identificado pela
primeira vez nesse fruto. A composicdo esteroidica para piacava é descrita
pela primeira vez. Sendo que o 6leo de piacava apresenta um bom indice de j-

sitosterol e avenasterol.

4.6 Identificacdo e Quantificacdo de tocoferois

4.6.1 Identificacdo de tocoferois

Os tocoferois foram identificados através de comparacdo do tempo de
retencdo de padrdes de a-, B-, y-, e d-tocoferol com o tempo de retencédo de
tocoferdis identificados nas amostras eluidas no mesmo método de analise.
Posteriormente foi confirmado por co-injecdo das amostras com os padrdes.

Tanto a injecdo de padrées, quanto a injecdo de amostras foram

realizadas no mesmo dia. (Tabela 15)
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Tabela 15. Comparacao dos tempos de retencdo médios obtidos para padrdes de

tocoferol nas amostras

trmédio (min)

Amostras a-tocoferol B-tocoferol y-tocoferol o-tocoferol
Padrdes 6,19 7,94 8,85 18,32
Pataua 4,85 9,32 10,08 18,53

Uchi nd 9,47 10,05 17,02
Piacava nd 9,56 10,37 19,93
Bacaba 6,51 9,59 10,41 20,00

Os tempos de retencédo apresentados na tabela 09 sdo o valor médio
obtido de triplicatas de injecdes dos padrbes e duplicatas das amostras.
Verifica-se uma variacao de 4 a 6 min. nos tempos de retengao obtidos para a-
tocoferol nas amostras, uma variacdo que pode ser explicada pelo efeito da
matriz. Para 3-tocoferol houve uma variacdo de 7- 9 min, para y-tocoferol de 8-
10 min, e o-tocoferol de 17 a 20 min. Os cromatogramas obtidos com a co-
injecdo de amostras e padrbes encontram-se nas figuras a seguir.

Verifica-se na figura 26 com o cromatograma obtido para amostra de
material insaponificavel de pataua, que foi identificada a presenga de a, B, y e
d-tocoferol. Verifica-se 0 mesmo comportamento de absorbancia obtido para os
padrdes, em que o a-tocoferol apresenta uma absorcdo forte em 295nm,
diferentemente dos outros padrbes que apresentam uma absorcdo menos

intensa neste comprimento de onda.



75

mAU.
25.04295nm, 4nm (1.00) A Press_ (Status)

3.976/89576

=

65212664
7.0005114

34013865

-

4398128911

489213192
'5.182/3417
6.314/2833

17.806/14929 <
3
8

19.200/13705
N
8

Figura 26 - Cromatograma de material insaponificavel de pataua e material
insaponificavel de pataua + padrdes. Método: coluna Superspher Si-60 (5 uM,
250 mm de comprimento e 4,0 mm de diametro interno), fase moével: (Hexano
com 0,1% HOAc e i-PrOH (99,5:0,5)), fluxo: 2 ml/min, 45 min. Detector: UV-vis-
DAD (220 e 295 nm).

Na figura 27, verifica-se que nao foi identificada a presenga de a-
tocoferol na amostra de uchi. Sendo que na eluicdo com os padrbes nota-se a
presencga do pico referente a a-tocoferol que nao existia no cromatograma da

amostra.
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Figura 27 - Cromatograma de material insaponificavel de uchi e material
insaponificavel de uchi + padrdes. Método: coluna Superspher Si-60 (5 uM, 250
mm de comprimento e 4,0 mm de didametro interno), fase mével: (Hexano com
0,1% HOAc e i-PrOH (99,5:0,5)), fluxo: 2 ml/min, 45 min. Detector: UV-vis-DAD
(220 e 295 nm).

Em piacava foram identificados B, y e d-tocoferol apenas, o a-tocoferol

nao foi identificado. Ver figura 28.
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UV-vis-DAD (220 e 295 nm).
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- Cromatograma de material insaponificavel de piacava e
material insaponificavel de piacava + padrdes. Método: coluna Superspher Si-60
(5 UM, 250 mm de comprimento e 4,0 mm de didmetro interno), fase movel:
(Hexano com 0,1% HOAc e i-PrOH (99,5:0,5)), fluxo: 2 ml/min, 45 min. Detector:

Para bacaba foram identificados os 4 tocoferdis a, B, y e é-tocoferol,

como esta apresentado na figura 29.
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Figura 29 - Cromatograma de material insaponificavel de bacaba e material
insaponificavel de bacaba + padrdes. Método: coluna Superspher Si-60 (5 uM,
250 mm de comprimento e 4,0 mm de diametro interno), fase mével: (Hexano
com 0,1% HOAc e i-PrOH (99,5:0,5)), fluxo: 2 ml/min, 45 min. Detector: UV-vis-
DAD (220 e 295 nm).

4.6.2 Quantificacao de tocoferois

Os tocoferéis foram quantificados pelo método do padrdo externo.
Foram construidas curvas analiticas para cada um dos padrdes utilizando-se
as seguintes concentragcdes, em triplicatas e detectados a 220 e 295 nm :

a-tocoferol: 80, 40, 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 ug/mL (Fig.30)

B-tocoferol: 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,625 ug/mL (Fig. 31)

y-tocoferol: 20, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,625 ug/mL (Fig. 32)

d-tocoferol: 20, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,625 ug/mL (Fig. 33)

Obtendo-se as seguintes curvas de calibracéo:
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Figura 30. Curva de calibragao de a-tocoferol
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Os tocoferois foram quantificados utilizando-se a equacgéao linear gerada

pela regressao linear da curva, calculando-se para cada area do respectivo

tocoferol na amostra, injetada em triplicata, a concentragcdo correspondente.

Dessas concentracdes foi calculado um valor médio e em seguida a

concentracgao foi calculada para 1 g de 6leo do fruto. (De acordo com tabela 16)

Tabela 16. Conteudo de tocoferdis no 6leo (mg / g 6leo)

a - Tocoferol B - Tocoferol Y - Tocoferol 8 - Tocoferol

Patauéa 0,869 + 0,015 0,022 +0,001  0,145+0,004 0,534 + 0,007
Uchi ND 0,240 +£ 0,001 0,135 + 0,003 1,375+ 0,018
Bacaba 0,154 + 0,003 0,080 + 0,003 0,057 £0,002 0,182+ 0,003
Piacava ND 0,157 + 0,009 0,114 +0,001 0,244 + 0,000

ND = ndo detectado



81

1,4 A
1,2 A
1 -
B a-tocoferol
0.8 1 W b-tocoferol
0,6 A g-tocoferol
B d-tocoferol
0,4 -
0,2 -
0 T T T 1
BACABA PATAUA UCHI PIACAVA

Figura 34 — Comparacéo do teor de tocoferol entre os frutos.

Como pode ser visualizado na Figura 34, o 0leo de pataua apresentou o
maior teor de a-tocoferol de acordo com Lubrano et al., (1994) e Montufar et al.,
(2010)], no entanto, o teor de B-tocoferol € descrito pela primeira vez na
literatura, ja que Rodrigues et al., (2010) descreve y-tocopherol e B-tocoferol
juntamente. O uxi-amarelo apresenta maior indice de &-tocoferol
diferentemente de Costa et al., (2010) que néo identifica 6-tocoferol em sua
amostra. Piacava apresentou [, y, e o-tocoferol, apresentando 0,52 mg de
tocoferdis por grama de 6leo. Em resumo o 6leo que apresentou maior teor de
tocoferdis foi o uxi-amarelo com um total de 1,75 mg de tocoferdis por g de
Oleo, ainda que nao tenha apresentado a-tocopherol, um indice bem maior do

gue o apresentado por Costa et al., (2010) de apenas 0,504 mg / g de 6leo.
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4.7 Caracterizacdo espectroscopica e identificagcdo de PPP1
4.7.1 ldentificagcdo de PPP1

A substancia isolada PPP1 apresentou reacédo com FeCl; indicativo de
substancia fendlica e reacdo com DPPH indicativo de substancia antioxidante
em CCD. Utilizando-se os dados de espectros de RMN e outros obtidos de
PPP1, foi possivel identificar PPP1 como o piceatanol, ou 3,3,4,5-

tetrahidroxiestilbeno. (Figura 35)

Figura 35. Estrutura do Piceatanol
Piceatanol € a primeira substancia isolada de Oenocarpus bataua ja que
nao foram encontrados trabalhos cientificos sobre isolamento de substéncias
desta espécie. O piceatanol apresenta varias atividades bioldgicas importantes
como propriedades anti-cancer, anti-inflamatoria e anti-oxidante, o que torna

esta biomolécula de potencial utilidade farmacoldgica. (Piotrowska et al., 2012)

4.7.2 Anélise do espectro de RMN de *H de PPP1

O espectro de RMN de 'H de PPP1 (anexo 01) apresenta sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos e olefinicos. Os dados de
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento obtidos para PPP1 séo

comparados aos dados encontrados na literatura para o piceatanol. Tabela 17.
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Tabela 17. Dados de RMN de 'H obtidos para PPP1 e dados da literatura para

piceatanol
N° de H PPP1! Piceatanol?
5 M (J, Hz) S M (J, Hz)

H-2, H-6 6,43 d (2,0) 6,43 d (2,0)
H-4 6,16 t(2,0) 6,15 t (2,0)
H-B 6,89 d (16,0) 6,89 d (16,0)
H-a 6,74 d (16,0) 6,73 d (16,0)
H-2’ 6,97 d (2,0) 6,97 d (2,0)
H-5’ 6,73 d (8,0) 6,73 d (8,0)
H-6’ 6,83 dd (2,0; 8,0) 6,83 dd (2,0; 8,0)

1500 MHz, CD;0D; * Brinker et al. (1991); CD;0D

Na ampliacdo do espectro de RMN na regido de hidrogénios aromaticos
e vinilicos observa-se um dubleto em & 6,97 que foi atribuido ao H-2’, que
apresenta constante de acoplamento igual a 2,0 Hz concernente ao
acoplamento em meta com H-6". O duplo dubleto em 6 6,83 foi atribuido ao H-
6’, que possui constantes de acoplamento de 2,0 Hz e 8,0 Hz, referente ao
acoplamento em meta com H-2’ e em orto com H-5, respectivamente. Em &
6,73, ttm-se um dubleto que foi atribuido ao H-5 com Js ¢ igual a 8,0 Hz. O
hidrogénio HB apresenta um dubleto em & 6,89 com constante de acoplamento
Jop igual a 16,0 Hz. Ha apresenta um deslocamento quimico em 6 6,74. (Figura
36)

Em & 6,43 um dubleto referente aos hidrogénios H-2 e H-6, homotdpicos
devido a simetria desse anel no eixo C1-C4, com constantes de acoplamento
de 2,0 Hz pelo acoplamento em meta com H-4. O H-4 € um tripleto em 5 6,16

com constante de acoplamento de 2,0 Hz. (Figura 36)
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Figura 36 — Expansdo aromatica do espectro de RMN *H

4.7.3 Andlise do espectro de RMN de *C de PPP1
Os dados de RMN de *3C encontram-se tabelados na tabela 18 e s&o
comparados aos dados de **C para o piceatanol encontrados na literatura (Lee

et al., 2012).
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Tabela 18. Dados de RMN **C e DEPT obtidos para PPP1 comparados aos dados

de piceatanol na literatura

N° de C 5 PPP1! & Piceatanol 2
C-1 141,3 141,4

C-2,C-6 105,8 105,9

C-3,C-5 159,6 159,8
C-4 102,6 102,8
C-B 129,7 129,8
C-a 127,0 127,1
c-1 131,3 131,2
c-2’ 113,8 114,0
Cc-3 146,5 146,6
c-4 146,4 146,5
C-5 116,4 116,6
C-6’ 120,2 120,3

1125 MHz, CD;0D, ¢ 100 MHz, CD;0D

Os dados de COSY estdo apresentados na tabela 19 e na tabela 20 as

correlacdes observadas nos espectros de HSQC e HMVBC.

Tabela 19. Correlagbes no espectro de COSY de PPP1

8H - 8H PPP1
H-2 — H-4 6,43 - 6,16
H-2' — H-6' 6,97 — 6,83
H-6" — H-a 6,83 - 6,74
H-5 — H-6' 6,73 - 6,83

H-o — H-B 6,88 — 6,74




Tabela 20. Correlagbes no HSQC e HMBC de PPP1

HSQC HMBC

C-H 8C - 8H C-H 8C - SH
H2’ - C2’ 6,97-113,8 HB - C2’ 6,88-113,8
HB — CB 6,88-129,7 H6’ - C2’ 6,83-113,8
H5' - C5' 6,73-116,4 H2 - C3 6,43-159,6
H6’ - C6’ 6,83-120,1 H2 - Ca 6,43-127,0
Ha - Ca 6,74-127,0 H2 - C2 6,43-105,8
H2, H6 — C2,C6 6,43-105,8 H2 - C4 6,43-102,6
H4 — C4 6,15-102,6 HB - C6’ 6,88-120,2
H2’ - C6’ 6,97-120,2
H2' - C3’ 6,97-146,5
H6’ — C4’ 6,83-146,5
H5' — C4’ 6,74-146,5
HB - C1’ 6,88-141,1
H5' — C1’ 6,74-131,1
H5 — CB 6,74-129,7
H6’ — CB 6,83-129,7
H2' - CB 6,97-129,7
Ha-C2,C6 6,74-105,7

4.7.4 Andlise do espectro de massas de PPP1

O espectro de massas de PPP1 apresentou um pico em m/z 245,0817
referente ao aduto formado [M-H'], ou seja, C14H1,04 de 244 g/mol mais a
massa do hidrogénio. Verificou-se também a presenca do pico em m/z

267,0624 referente ao aduto formado [M-Na'].
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4.8 Atividades bioldgicas

4.8.1 Atividade antioxidante

4.8.1.1 Estudo da capacidade de sequestro do radical livre DPPH

Cada extrato foi diluido em cinco concentracdes, utilizando-se diluicdes
sucessivas. De cada concentracdo em triplicata foi medida a absorbancia no
espectro de ultravioleta e calculado o %CS (percentual da capacidade de
sequestro do radical livre DPPH). Para cada extrato construiu-se uma curva do
%CS em funcéo da concentracdo. A partir da equacéo da reta deste grafico foi
estimado o parametro %CSsp em pg / mL, que expressa a concentracao
(massa) de substrato que causa 50 % de perda da atividade (cor) do radical
DPPH. Da mesma forma foi feito para o controle positivo, quercetina.

Calculo da %CSsy de quercetina (Controle Positivo): Com os valores calculados

de % CS em funcéo da concentracdo de quercetina (ug / mL) foi construido o

grafico da Figura 37.

% CS

100 ~ y = 4,7008x + 0,3808

90 - R2 = 0,9998
80 -
70
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10 -
0 T T T T ]
0 5 10 15 20 25

Concentracdo em ug / mL

Figura 37. Curva de calibracédo da quercetina
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O coeficiente de correlacdo linear (R?) da Equacdo da reta apresentou
um valor préximo a 1 indicando uma excelente correlacéo linear.

O valor calculado de %CSso para a quercetina a partir da equagao da
reta foi de 10,5 ug / mL. Esse dado constitui uma referéncia da atividade
antioxidante de uma substancia de carater polifendlico com reconhecidas
propriedades antioxidantes como € a quercetina.

A atividade antioxidante pela medida da capacidade de sequestro de
50% dos radicais de DPPH (CSso) para as sementes de pataua e bacaba foram
consideradas bastante ativas CSso = 7,00 ng / mL + 0,10 e 23,24 ug / mL *
0,16, considerando-se a quercetina como padrao, que apresentou CSsp = 10,5
ug / mL £ 0,6. Como mostra a tabela 21. As polpas de pataua, bacaba e
piacava se mostraram pouco ativas, sendo que o0s extratos de polpa mais
ativos seriam os extratos metanolicos da polpa de bacaba e pataua com 108,00
ug/ mL +0,12 e 115,00 ug / mL + 0,11, respectivamente. O extrato da polpa de

uchi se mostrou inativo.

Tabela 21. Resultado da capacidade de sequestro do radical livre DPPH dos
extratos metanolicos de polpas e sementes dos frutos

Amostras DPPH (ug/ mL)
Pataua semente 7,00 £0,10
Pataua polpa 115,00 + 0,11
Piacava semente 604,00 + 0,04
Piagava polpa 295,00 + 0,04
Bacaba semente 23,24 + 0,16
Bacaba polpa 108,00 + 0,12
Uchi polpa Inativo *

* 0s extratos de tucuma e uchi foram considerados inativos por apresentarem % CS
menor que 50 na maior concentracéo testada de 1 mg/mL
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481.2 Teor de fendlicos totais

Curva de calibracdo com &cido gélico: A partir dos dados de absorbancia em

funcdo da concentracdo de acido gélico (mg/mL) foi construida uma curva de

calibracao (Figura 38).

ABS

y=5,1721x- 0,0428
2,5 7 R2=0,9992

0 T T T T T 1
0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentragdo em mg/mL

Figura 38. Curva de calibracéo de acido gélico

O coeficiente de correlacao linear (R?) apresentou um valor préximo a 1
indicando uma boa correlacao linear.

O teor de fendlicos totais foi estimado por interpolacdo dos dados de
absorbancia dos extratos na reta de regressao da curva de calibracdo de acido
galico. Os resultados sdo expressos como Mg de equivalentes de &acido

galico/mg de solucéo, (Tabela 22).



Tabela 22. Resultados do

metandlicos dos frutos

90

de fendlicos totais para extratos

Amostras

Fendlicos totais
(ug. mg™)

Pataua semente

245,000 £ 0,005

Pataua polpa

72,200 + 0,004

Piacava semente

19,500 £ 0,001

Piacava polpa

39,100 + 0,006

Bacaba semente

150,000 + 0,002

Bacaba polpa

62,700 + 0,007°

Uchi polpa

22,100 + 0,007

As sementes de pataua e bacaba apresentaram alto teor de fendlicos

com: 245,000 pg. mg ™t + 0,005 x 10°3e 150,7 pug. mg™ + 0,002 em equivalentes

de acido galico. Resultado que condiz com a boa capacidade de sequestro de

radicais de DPPH para estas amostras. Dos extratos metandlicos das polpas o

extrato de pataua apresentou o maior teor de fendlicos totais com 72,2 pg. mg™

+0,004.
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4.8.1.3 Estudo da capacidade de reducéo de ferro (FRAP)
A partir dos dados de absorbéncia em funcdo da concentragédo de

Fe(S0,).7H20 (uM) foi construida uma curva de calibracao (Figura 39).

ABS
2,5
y=0,001x + 0,049
2 Rz=0,9971
1,5
1 -
0,5
0 T T T T 1
0] 500 1000 1500 2000 2500

Concentracao em uM
Figura 39. Curva de calibracéo de Fe(SO,)7H,0

O coeficiente de correlacdo linear (R?) da Equacéo da curva apresentou
um valor préximo a 1 indicando uma boa correlagéo linear.

Os valores de absorbéancia para cada extrato/fracdo foram interpolados
na curva de calibracdo com Fe(SO,4).7H,O e os resultados da capacidade
redutora de Fe (lll) foram expressos como uM de Fe(ll)/g de extrato seco.

A tabela 23 apresenta os resultados da variacdo na capacidade de

reducéo de Fe (lll) dos extratos metandlicos dos frutos.
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Tabela 23. Resultado da capacidade de redugdo do Fe (Ill) dos extratos
metandlicos dos frutos

Amostras FRAP (uM)
Pataua semente 17914 £3,2
Pataua polpa 584,9+5,3
Piacava semente 187,8 £ 2,3
Piacava polpa 298,3+1,7
Bacaba semente 1564,5+1,2
Bacaba polpa 697,3+2,3
Uchi polpa 163,6 +1,2

Novamente, 0s extratos mais ativos foram os de semente de pataua com
1791,4 uM + 3,2 e de bacaba com 1564,5 uM + 1,2 demonstrando a capacidade
redutora de Fe (lll) da amostra. Os extratos obtidos das polpas dos frutos
apresentaram baixa capacidade redutora, sendo que uchi foi considerado
inativo.

A partir dos resultados pode-se dizer que houve uma correlacéo positiva
entre os teores de fendlicos totais dos extratos metandlicos e a atividade
antioxidante determinada pelo método de sequestro do radical livre DPPH -e
pelo método da capacidade de reducdo do Fe (lll), tal como pode ser
visualizado na Tabela 24. Verifica-se que as amostras que tiveram as maiores
concentracbes de fendlicos totais, foram as que apresentam menores
concentracfes de extrato necessarias para o sequestro de 50% do radical
DPPH, o que demonstra uma boa atividade antioxidante que pode estar
relacionada ao conteudo de fendlicos presentes na amostra, ja que substancias
fendlicas possuem propriedades oxidaveis. Ao mesmo tempo em que
apresentam boa capacidade redutora de Fe (lll), o que pode ser observado nas
amostras de sementes de pataud e bacaba. No entanto, o oposto também é

observado. Em amostras como polpa de uchi e semente de piagava em que o
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teor de fendlicos foi baixo, observa-se também a baixa ou nenhuma atividade
antioxidante nas concentracdes altas necessarias para sequestrar 50% do

radical DPPH e também baixissimas concentracdes de Fe (lll) reduzido.

Tabela 24. Correlagéo entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante

Amostras DPPH ug. mL*  Fendlicos totais * FRAP**
ug. mg™

Pataua semente 7,0+0,1 245,000 £ 0,005 1791,4+£3,2
Pataua polpa 115,0+1,1 72,200 £ 0,004 584,9£5,3
Piacava semente 604,00 £ 0,04 19,500 + 0,001 187,8 +2,3
Piacava polpa 295,00 £ 0,04 39,100 + 0,006 298,2+1,7
Bacaba semente 23,20 £ 0,16 150,000 + 0,002 15645+ 1,2
Bacaba polpa 108,0+1,2 62,700 + 0,007 697,3+2,3
Uchi polpa Inativo * 22,100 £ 0,001 163,6+1,2

4 .8.2 Atividade larvicida

4.8.2.1 Atividade larvicida para Aedes aegypti

Verificou-se uma baixa letalidade das larvas de Aedes aegypti quando
em contato com os extratos e fracfes dos frutos apds 24 h. Apenas o extrato
metanolico das sementes de bacaba apresentou no screening letalidade de
80% das larvas na concentracdo de 500 pug/mL de extrato. Essa é considerada
uma atividade moderada. A segunda fracdo mais ativa foi a fracéo cloroférmica

do extrato metandlico de piacava. (Tabela 25).
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Tabela 25. Letalidade das larvas ap6s 24 h de exposi¢cdo aos extratos/fracdes
dos frutos

Amostras % Mort. DL50 (IC0,90 ou 0,95) Desvio
500 pg/mL pg/mL padréo
Ext. MeOH tucuma 50 500,00 (430-651,8) 4,3
Ext. MeOH 80 408,5 (346,3-460,6) 9,8
semente bacaba
Ext. MeOH bacaba 17 NA
Fr. AcOEt Ext. 27 >500
MeOH bacaba
Fr. Hidroalc. Ext 20 NA
MeOH bacaba
Fr. CHCI; Ext. 33 >500
MeOH bacaba
Ext. MeOH piacava 27 >500
Fr. CHCI; Ext. 63 357,9 (274,4-523,4) 1,0
MeOH piacava
Fr. Hidroalc. Ext. 37 >500
MeOH piacava
Ext. MeOH 13 NA
semente piacava
Ext. MeOH pataua 20 NA
Fr. AcOEt Ext. 13 NA
MeOH pataua
Fr. Hidroalc. Ext. 27 NA
MeOH pataua
Ext. MeOH 0 NA
semente pataua
Ext. MeOH 0 NA
uchi
Fr. Aguosa vinho 3 NA
piacava

Apés 48 h de contato todos os extratos demonstraram uma boa
atividade com excecdo do extrato metandlico de bacaba, que ndo se mostrou
ativo, mesmo apdés o periodo de 48 h. A DLso foi calculada mostrando que a
amostra mais ativa para Aedes aegypti foi a fracdo cloroférmica do extrato

metandlico de piacava com DL50 de 198,9 pg/mL. (Tabela 26)
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Tabela 26. Letalidade das larvas apds 48h de exposi¢cdo aos extratos/fracdes
dos frutos

Amostras % Mort. DL50 (IC 0,90 ou 0,95) Desvio
500 pg/mL pg/mL padréo
Ext. MeOH tucuma 97 341,5 (304,5-387,1) 4,7
Ext. MeOH 100 309,3 (159,7-458,9) 2,9
semente bacaba
Ext. MeOH bacaba 23 NA
Fr. AcOEt Ext. 100 297,1 (147,5-446,7) 1,6
MeOH bacaba
Fr. Hidroalc. Ext 100 263,1 (181,7-370,1) 2,7
MeOH bacaba
Fr. CHCI; Ext. 80 402,0 (352,8-452,3) 4,5
MeOH bacaba
Ext. MeOH piacava 100 288,7 (141,1-438,3) 2,8
Fr. CHCI; Ext. 100 198,9 (108,6-388,5) 1,3
MeOH piacava
Fr. Hidroalc. Ext. 93 366,0 (332,9-410,5) 4,8
MeOH piacava
Ext. MeOH 83 393,6 (345,7-441,5) 4,5
semente piacava
Ext. MeOH pataua 93 353,5 (313,8-398,3) 4,2
Fr. AcCOEt Ext. 100 291,3 (144,1-439,1) 2,1
MeOH pataua
Fr. Hidroalc. Ext. 100 312,5 (163,5-462,2) 1,7
MeOH pataua
Ext. MeOH 90 375,9 (331,1-420,9) 4,7
semente pataua
Ext. MeOH 93 365,9 (322,9-410,5) 4,8
uchi
Fr. Aguosa vinho 77 410,6 (360,1-463,9) 4.4

piacava
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4.8.2.2 Atividade larvicida para Culex quinquafasciatus

Verificou-se uma uma boa atividade de alguns extratos metandlicos apds
o periodo de 24h, por exemplo a fragdo cloroférmica do extrato metandlico da
polpa de bacaba demonstrou um percentual de 100% de letalidade das larvas
apos o periodo de 24 h, bem como a fracao cloroférmica do extrato metandlico
da polpa de piagava, obteve um percentual de 93% de letalidade, seguidos
pelo extrato metandlico de tucuma com 63% e fracdo hidroalcodlica do extrato
metandlico de pataud também com 63%, que apresentou a melhor DL50 de
172,7ug/mL. De acordo com tabela 27.

Tabela 27. Letalidade das larvas ap0s 24h de exposi¢cédo aos extratos/fracdes dos
frutos

Amostras % Mort. DL50 (IC0,90 ou 0,95) Desvio
500 pug/mL png/mL padréo
Ext. MeOH tucuma 63 484,1 (450,4-517,7) 1,3
Ext. MeOH 53 >500 1,5
semente bacaba
Ext. MeOH bacaba 43 >500 0,7
Fr. ACOEt Ext. 37 >500 0,6
MeOH bacaba
Fr. Hidroalc. Ext 43 >500 1,0
MeOH bacaba
Fr. CHCI; Ext. 100 277,9 (245,9-310,1) 1,6
MeOH bacaba
Ext. MeOH piacava 37 >500 1,7
Fr. CHCI; Ext. 93 316,7 (169,3-463,7) 0,8
MeOH piacava
Fr. Hidroalc. Ext. 50 >500 0,6
MeOH piacava
Ext. MeOH 40 >500 0,5
semente piagava
Ext. MeOH pataua 60 428,8 (264,2-1074,7) 0,6
Fr. AcCOEt Ext. 47 >500 0,5
MeOH pataua
Fr. Hidroalc. Ext. 63 172,7 (150,6-219,7) 0,5
MeOH pataua
Ext. MeOH 30 >500 0,5
semente pataua
Ext. MeOH 50 >500 0,6
uchi
Fr. Aquosa vinho 47 >500 0,6
piacava
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ApOGs o periodo de 48h todos os extratos se apresentaram ativos com
letalidade de 100% sendo que a fracdo cloroférmica de piacava apresentou
melhor DL50 de 29, 7ug/mL, seguido da fracdo acetato de etila do extrato
metandlico da polpa de bacaba com DL50 de 31,9ug/mL. De acordo com
tabela 28.

Tabela 28. Letalidade das larvas apds 48h de exposi¢cdo aos extratos/fracdes
dos frutos

Amostras % Mort. DL50 (IC 0,90 ou 0,95) Desvio

500 pg/mL pg/mL padréo
Ext. MeOH tucuma 100 37,8 (12,8-62,1) 1,3
Ext. MeOH semente bacaba 100 41,6 (21,4-63,3) 15
Ext. MeOH bacaba 100 36,5 (30,5-42,9) 0,7
Fr. AcOEt Ext. MeOH bacaba 100 31,9 (18,9-43,4) 0,6
Fr. Hidroalc. Ext MeOH bacaba 100 32,5 (28,9-36,9) 1,0
Fr. CHCI; Ext. MeOH bacaba 100 38,5 (23,3-55,4) 1,6
Ext. MeOH piacava 100 45,1 (1,8-92,2) 1,7
Fr. CHCI; Ext. MeOH piacava 100 29,7 (17,3-73,7) 0,8
Fr. Hidroalc. Ext. MeOH piacava 100 70,9 (53,3-91,8) 0,6
Ext. MeOH semente piacava 100 48,2 (13,4-89,2) 0,5
Ext. MeOH pataua 100 47,1 (22,1-71,9) 0,6
Fr. AcCOEt Ext. MeOH pataua 100 61,2 (23,5-116,3) 0,5
Fr. Hidroalc. Ext. MeOH pataua 100 40,9 (23,1-72,8) 0,5
Ext. MeOH semente pataua 100 99,8 (52,8-190,8) 0,5
Ext. MeOH 100 139,3 (47,0-231,6) 0,6

uchi

Fr. Aquosa vinho piacava 100 157,2 (99,8-211,6) 0,6
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4.8.3 Atividade de inibicdo enzimatica
4.8.3.1 Atividade de inibicdo de lipoxigenase e acetilcolinesterase

Os extratos que demonstraram maior inibicao frente a lipoxigenase na
concentracdo de 10 mg/mL foram os extratos de bacaba e pataua com 97,4% e
93,6%, 0s extratos metandlicos de pataua e bacaba também apresentaram boa
inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Estas inibicdes enzimaticas podem estar
relacionadas ao alto teor de fendlicos encontrados nestes extratos,
principalmente para inibicdo da lipoxigenase jA que o0 padrdo positivo
guercetina utilizado no teste como potente inibidor € um flavonoide e portanto,
€ um fendlico. Uxi e piacava inibem 76,4% e 74,7% respectivamente da enzima
lipoxigenase na concentracdo de 10 mg/mL, mas ndo inibem a
acetilcolinesterase. Os extratos de bacaba e pataua na concentracdo de 10
mg/mL inibem um percentual comparado ao padrdo quercetina na

concentracdo de 1 mg/mL, como pode ser visualizado no grafico da Figura 40.

120

100

80
60
40
20

0 - T T T T 1
quercetina bacaba pataua uchi piacava

Figura 40. Percentual de inibic&o de lipoxigenase
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5. Conclusdes

Nesse trabalho sobre a composicdo quimica do 6leo de Oenocarpus
bacaba, Oenocarpus bataua, Endopleura uchi e Leopoldinia piassaba foi
possivel quantificar o teor de tocoferdis e esteroides identificando estes éleos

como boa fonte destes componentes.

Também foi quantificado o teor de acidos graxos verificando-se que
todos os 6leos séo boas fontes de gordura insaturada, principalmente o Oleo de
Oenocarpus bataua do qual se obteve mais de 70% de acido oleico, e um baixo
percentual de gordura saturada o que poderia justificar seu uso em substituicéo

ao azeite de oliva.

Para Leopoldinia piassaba a caracterizacdo quimica do 6leo é realizada
pela primeira vez, poucos relatos sdo encontrados para esta espécie
demonstrando que este trabalho contribuiu para a apresentacdo deste 6leo
como boa fonte de gordura insaturada e b-sitosterol, 101,6 mg por Kg de 6leo

deste fruto.

Foi isolada uma substancia antioxidante do extrato metanélico de pataua
identificada como piceatanol que apresenta também atividade antileucémica,
dentre outras. Os testes de atividade biolégica demonstraram uma boa
atividade antioxidante combinada ao alto teor de fendlicos do extrato
metanolico de pataua, e também uma boa inibicdo das enzimas lipoxigenase e
acetilcolinesterase para este extrato o que pode indicar a presenca de varias

substancias bioativas e estruturalmente interessantes.
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A caracterizacdo quimica e biologica destes frutos contribuiu para o
conhecimento destas quatro oleaginosas amazobnicas, constatando-se a
importancia destes frutos como alimentos funcionais e fontes de nutracéuticos,

destacando-se bacaba e pataua como boa fonte de fendlicos.
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