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RESUMO

A utilizacdo de produtos naturais vem aumentando consideravelmente nos
altimos anos devido as atividades biologicas relacionadas & sua composicao
quimica. Porém, um entrave para as pesquisas € a quantidade de matéria prima
disponivel para a producédo em larga escala. Paralelo a isso, o consumo de frutas
amazonicas vem conquistando espac¢o nos mercados nacional e internacional e os
residuos das industrias de polpa estdo crescendo proporcionalmente. Verifica-se
que pouco é conhecido sobre a composi¢cdo quimica desses subprodutos gerados e
das atividades biolégicas de seus extratos possam ter, sendo estes geralmente
descartados em grandes quantidades, resultando em problemas ambientais e
econdbmicos. No presente estudo analisou-se a composi¢do dos extratos fendlicos
de 19 frutos amazonicos, avaliando-se as atividades antioxidantes, bem como
inibicdo enzimatica, e antimicrobiana visando o uso biotecnoldgico. Os extratos mais
promissores foram analisados de forma mais detalhada por meio da detecgcéao e
identificacdo das substancias em técnicas cromatograficas e espectrométricas. As
amostras foram gentilmente cedidas em diferentes cidades da regido norte (Belém e
Coari) e extraidas em etanol e etanol:dgua. As atividades antioxidante, citotoxica,
enzimatica, antimicrobiana e fotoprotetora foram analisadas por diferentes técnicas
quimicas e em células. Os extratos analisados neste estudo, obtidos como
subprodutos da extracdo das polpas demonstram-se fontes de substancias fenélicas
e flavonoidicas, além de possuirem significativas atividades biolégicas com baixa
citotoxicidade, destacando-se os residuos de acai, bacuri e piquia. Os extratos de
piquia apresentaram alta capacidade antioxidante, superior ao padrdo quercetina,
tanto nos testes in vitro, com CSso de 7,81+0,34 um.mL* para DPPH, e 3,93+0,12
um.mL? para ABTS, quanto em célula (70,69 + 2,77%, 79,89 + 6,50% e 79,48 +
8,6% paras cascas, polpas e sementes, respectivamente), bem como potencial para
atividade antiinflamatoria. Os extratos de diferentes acais (Euterpe precatoria e
Euterpe oleracea) e os extratos de bacuri (exocarpo e mesocarpo de Platonia
insignis) foram otimizados quanto a metodologia e o melhor solvente de extracao.
Os extratos obtidos por maceracédo a frio e a quente com etanol apresentaram o
melhor poder extrator das substancias fenélicas, comparados com os extraidos em
ultrasson. De forma geral, as metodologias testadas apresentaram diferentes
proporc¢des das substancias, porém o mesmo perfil. A caracterizacdo dos extratos foi
realizada por espectrometria de massas, utilizando técnicas bidimensionais, com
ionizacdo DESI e CLAE. O extrato das sementes de E. oleracea e E. precatoria
apresentaram perfis diferentes do que €& comumente relatado para a polpa,
destacando a presenca de procianidinas, flavonoides e fendlicos como crisoeirol,
acido cafeico e acido cumarico. Foram detectados mais de 50 ions em cada um dos
extratos. No extrato do mesocarpo de P. insignis foram 71, onde detectou-se a
presenca de ions de flavonoides, procianidinas e isoflavonoides. Nos extratos de
cascas de Caryocar villosum foram detectados e quantificados a presenca de acido
elagico (1873,63 + 63,12 ug.gt) e acido galico (1712,62+ 56,79 ug.gt) como os
constituintes majoritarios. Este estudo abre a perspectiva de agregar valor ao que é
considerado descarte, devido a composicdo quimica e as atividades biologicas
encontradas, diminuindo assim a contaminagdo ambiental por residuos e
contribuindo para a utilizagdo sustentavel de matérias primas amazonicas.

Palavras-chave: frutos amazo6nicos, residuos, fenélicos, DESI.
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ABSTRACT

The use of natural products has increased in recent years because the
biological activities related to its chemical composition. However, an obstacle to
research is the amount of raw material available for large-scale production. Parallel
to this, the consumption of Amazonian fruits has gained space in national and
international markets and waste from pulp industries are growing proportionally. It
appears that little is known about the chemical composition of these products
generated and the biological activity of its extracts may have, which are usually
discarded in large quantities, resulting in environmental and economic problems. In
the present study we analyzed the composition of phenolic extracts of 19 fruits
Amazon, evaluating the antioxidant activity, antimicrobial and enzyme inhibition
aiming to biotechnological use. The most promising extracts were analyzed by
means of the detection and identification of substances in chromatographic and
spectrometric techniques. The samples were kindly provided in different cities of the
Amazon northern region (Belem and Coari). Extracts were obtained in ethanol and
ethanol: water. The antioxidant, cytotoxic, enzyme, antimicrobial and photoprotective
activities were analyzed by different techniques: chemistry and in cell. The extracts
analyzed in this study, obtained as by-products of the extraction of the pulp showed
up sources of phenolic substances and flavonoidics, besides having significant
biological activity with low cytotoxicity, highlighting the acai, bacuri and piquia waste.
Piquia shell extracts showed free radicals scavenger capacity of ABTS (CSso: 3.93 £
0.12 pg.mL?) and DPPH (CSso: 7.81 + 0.34 pg.mL?), in cellular assays, with
percentages of 70.69 + 2.77%, 79.89 + 6.50% and 79.48 + 8.6% for shell, pulp and
seed extracts, respectively, low cytotoxicity in human fibroblasts, but high at tumor
strains, and also a high anti-inflammatory potential observed by the inhibition of nitric
oxide production. Different extracts of the acai (Euterpe oleracea and Euterpe
precatoria) and bacuri extracts (exocarp and mesocarp of the Platonia insignis) have
been optimized on the methodology and the best solvent extraction. The extracts
obtained by cold and hot maceration with ethanol showed most efficient than
ultrasound method. Methodologies analysed showed different proportions of the
substances, but the same profile. The characterization of the extracts was performed
by mass spectrometry using two-dimensional techniques, DESI ionization and HPLC.
The extract of E. oleracea and E. precatoria seeds presented different profiles than is
commonly reported to the pulp, highlighting the presence of procyanidins, flavonoids
and phenolic as crisoeirol, caffeic and coumaric acid. More than 50 ions were
detected in each of the extracts. P. insignis mesocarp was 71, which detects the
presence of ions flavonoids, isoflavones and procyanidins. In extracts of Caryocar
villosum shells were detected and quantified the presence of ellagic acid (1873.63 +
63.12 ug.g*) and gallic acid (1712.62 + 56.79 pg.g?) as the compounds major. This
study opens the possibility of value adding to what is considered waste due to the
chemical composition and biological activities found, thereby reducing environmental
pollution by waste and contributing to the sustainable use of Amazonian raw
materials.

Keywords: Amazonian fruits, waste, phenolic, DESI.
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1. INTRODUCAO



A tendéncia de envelhecimento da populacéo e a busca por uma vida melhor e
mais saudavel reforcam a valorizacdo do uso de produtos naturais como uma das
grandes alternativas para as pesquisas cientificas. O Brasil € um dos paises mais
privilegiados em biodiversidade em todo o mundo, sendo um dos grandes
produtores mundiais de frutas. Nesse contexto, a regido Amazoénica destaca-se pela
guantidade de frutas exoticas consideradas ricas em substancias bioativas, como os
fendlicos e os flavonoides, que estdo sendo associados a beneficios para a saude
(Paz et al., 2015, Rabelo, 2012; Barreto et al., 2009).

Espécies como acai (Euterpe oleraceae Mart), cupuacu (Theobroma
grandiflorum L.), bacuri (Platonia insignis Mart), guarana (Paulinia cupana var.
sorbilis (Mart.) Ducke) e tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer) estdo em alta no
mercado da fruticultura e geram residuos que ultrapassam o percentual de matéria
utilizada para o consumo (Barros et al.,, 2015, Canuto et al., 2010). Estudos vém
demonstrando que alguns nutrientes e substancias antioxidantes se concentram
majoritariamente nas cascas € nas sementes, que Sdo0 0S principais subprodutos
gerados no processamento e despolpamento de frutas (Berto et al., 2015; Melo et
al., 2008; Roesler et al., 2007)

Algumas sementes sdo utilizadas por pequenas industrias na producdo de
semijoias, biodiesel, carvao e racdes para peixe. Verifica-se, porém, que uma parte
consideravel deste material, assim como os residuos oriundos das cascas, sao
descartados sem nenhum estudo prévio sobre as propriedades de seus constituintes
e suas possiveis atividades biolégicas, tornando-se fonte de contaminacéo de rios e
florestas (Sousa et al., 2011a e 2011b).

Uma das dificuldades encontradas para o desenvolvimento das industrias de

biotecnologia é a quantidade de matéria prima disponivel para a producdo em larga



escala. Os produtos naturais precisam ser obtidos sustentavelmente, de forma que a
industrializacdo nao afete a natureza e prejudique o equilibrio ecolégico.

Calcula-se que do total de frutas processadas para a producdo de sucos e
polpas, 30 a 40% sejam de residuos agroindustriais. Como a quantidade de residuos
pode chegar a muitas toneladas, agregar valor a esses produtos é de interesse
econdbmico e ambiental, necessitando de investigacdo cientifica e tecnoldgica que
possibilite seu uso (Schieber et al., 2001).

Nesse contexto, pesquisas relacionadas ao aproveitamento destes
subprodutos da fruticultura estdo sendo conduzidas com o intuito de investigar a sua
composicdo quimica, valorizando-os e sugerindo novas alternativas de utilizacao,
minimizando o desperdicio e possibilitando a geracdo de produtos biotecnolégicos
(Berto et al., 2015). Propbe-se entdo um estudo dos extratos de 21 frutas (cascas
e/ou sementes), visando a caracterizacdo da composicao de substancias fendlicas e
flavonoidicas e bioensaios para avaliacdo das atividades antioxidante,
antimicrobiana, e enzimatica dos extratos e fracdes.

Considerando as elevadas taxas de producdo de residuos agroindustriais
gerados a partir das frutas e a importancia de substancias bioativas em aplicacdes
biotecnolégicas para a saude da populacdo, seu estudo fitoquimico aliado a
bionsaios é util para o aproveitamento em massa dessas matérias primas, com a
perspectiva de uma melhor utilizagcdo das mesmas, agregando valor aos residuos e

aos seus possiveis produtos.



2. OBJETIVOS



2.1 GERAL

Caracterizar a composicao fendlica de subprodutos da industria de fruticultura

da Amazobnia para uso biotecnologico.

2.2 ESPECIFICO

221

222

2.2.3

224

2.2.5

2.2.6

Avaliar a quantidade de fendis e flavonoides totais e as atividades
antioxidantes in vitro e em células dos extratos etandlicos e hidroalcoolicos de
residuos de frutas;

Avaliar a atividade antimicrobiana em relacao a 30 patdgenos de interesse da
Amazonia e potencial fotoprotetor dos extratos;

Avaliar o potencial de inibicdo de enzimas de importancia cosmética e/ou
econdmica: tirosinase, colagenase, hialuronidase, a-amilase, a-glicosidase e
lipase;

Avaliar a citotoxicidade dos extratos em células normais e células
cancerigenas;

Otimizar a extracdo de substancias fendlicas e flavonoidicas em diferentes
metodologias por andlise estatistica de superficie de resposta;

Caracterizar quimicamente os extratos de acai (Euterpe oleracea e E.
precatoria), bacuri (Platonia insignis) e piquia (Caryocar villosum) por métodos

espectrométricos e espectroscopicos;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA



3.1 FRUTAS AMAZONICAS E SEUS RESIDUOS

No decorrer do tempo, o homem veio a descobrir que as frutas possuiam nao
s6 um grande valor nutritivo, mas também efeito medicinal e cosmético, estando
atualmente entre os maiores agentes terapéuticos obtidos da natureza (lha et al.,
2008; Lima et al.,, 2007). A utilizacdo de frutas amazbnicas devido as suas
propriedades terapéuticas € descrita na literatura desde longas décadas, como o
consumo de guarana (Paullinia cupana) e de castanha-da-Amazé6nia (Bertholletia

excelsa) pelos indios amazonicos por séculos (Rodrigues et al., 2007; Souza, 2006).

O sabor e as propriedades quimicas das substancias presentes nas polpas
desses frutos contém diferentes constituintes e tem despertado o interesse de
diversos grupos de pesquisas devido as propriedades biolégicas que podem estar
relacionadas com atividades benéficas para o organismo humano como a prevencao
e uma menor incidéncia de doencas cronicas e degenerativas ( Berto et al., 2015;

Paz et al., 2015; Silva et al., 2012; Vieira et al., 2011; Melo et al., 2008 ).

Nos ultimos anos estdo sendo associados aos cosméticos substancias que
visem o beneficio da salde humana. Esses produtos, identificados como
cosmeéticos, mas que tratam ou previnem doencas ou, ainda, que afetam a estrutura
ou funcéo da pele humana, sdo considerados como cosmecéuticos (Kligman, 2005).
O Brasil apresenta a terceira posicdo em consumo de cosmeéticos em geral,
tornando-se um dos maiores do mundo. Em termos relativos, o mercado brasileiro
de cosméticos tem apresentado crescimento constante, superando a propria
dindmica da economia nacional (grafico 1) (IBGE, 2013; ABIHPEC, 2013 apud

Herculano, 2013).



Essas atividades biologicas estdo sendo correlacionadas a substancias
bioativas, como os fendis e flavonoides, o que tem incentivado a pesquisas de
produtos naturais para a elaboracdo de novos produtos na area de cosméticos.
Entre os ativos, podem ser destacados os agentes despigmentantes, retindides,
filtros solares, vitaminas, antioxidantes, minerais e hidratantes (Monteiro e Baumann,

2008).
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Gréfico 1: Brasil — Variacéo do PIB e do mercado de cosméticos — 2000 a
2011. Fonte: ABIHPEC (2013) apud Herculano, 2013.

As frutas amazbnicas recebem destague devido as atividades bioldgicas que
estdo sendo relatadas nas pesquisas, que aliados a composi¢do quimica estimulam
varreduras que possam selecionar os mais promissores para estudos mais
aprofundados em busca de produtos aplicaveis biotecnologicamente. Verifica-se, no
entanto, que um dos entraves para a utilizacdo industrial dos produtos da Amazénia
€ a quantidade de matéria prima disponivel para que possam ser produzidos em
larga escala. Na regido amazébnica, diversas matérias primas foram utilizadas ao
longo dos anos, porém pelo fato destas ndo apresentarem sustentabilidade,
acabaram sofrendo reducao e algumas arvores entraram para a lista de espécies em

extingdo, como € o caso de pau rosa, pau brasil, entre outros (Rizzini e Mors, 1995).



E consideravel a producio de residuos de origem vegetal na regiio amazonica
provenientes do despolpamento de frutos. Segundo Demajorivic (1995), esses
residuos diferenciam-se do termo lixo, pois apresentam valor agregado por
possibilitarem o reaproveitamento no préprio processo produtivo. Esses subprodutos
podem proporcionar outra fonte de valor a industria de processamento uma vez que
sdo geralmente descartados em grandes quantidades, sendo potencialmente
causadores de prejuizos ao meio ambiente. Assim, agregar valor a estes
subprodutos €é de interesse econbmico e ambiental, sendo necessarias
investigacbes cientificas e tecnoldgicas que possibilitem sua utilizacdo (Sena e

Nunes, 2006; Martins e Farias, 2002).

Os subprodutos da industria de frutas da regido vém sendo testados com a
finalidade de verificar seu desempenho em alimentos de peixes, como por exemplo,
a semente do araca-boi (Psidium araca R.), o residuo do jenipapo (Genipa
americana L.), de camu-camu (Myrciaria dubia (HBK) McVaugh) e de acerola
(Malpighia glabra L.). Outras finalidades sdo adubo para vegetais e suplementos
alimentares, porém em baixa escala e sem estudos mais aprofundados sobre a
composicdo quimica (Oliveira et al., 2009b; Anselmo, 2008; Sena e Nunes; 2006;

Silva et al., 2000, Roubach, 1991).

Estudos recentes tém demonstrado que as frutas sdo ricas em muitos
nutrientes e substancias antioxidantes, e que esses constituintes se concentram
majoritariamente nas cascas e sementes, fracdes normalmente desprezadas
durante o consumo in natura ou nas formulacdes caseiras de compotas, sorvetes e

outras (Sousa et al., 2011a e 2011b; Roesler et al., 2007).

A casca de pequi (Caryocar brasilense) apresentou maior valor de substancias

fendlicas nos extratos etanolico e aquoso, em comparacdo com o da polpa,
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possuindo excelente capacidade de sequestrar radicais livres (Roesler et al., 2007).
Na améndoa detectou-se elevada quantidade de 6leo comestivel, rico em vitamina
A, de interesse para a industria cosmética e de alimentos (Siqueira et al., 2012;

Batista et al., 2010; Soares Junior et al., 2010; Perez, 2004).

No trabalho realizado por Sousa e colaboradores (2011), com residuos de seis
frutas, alguns extratos, como o de acerola (Malpighia emarginata) e goiaba (Psidium
guajava), apresentaram atividade antioxidante in vitro superiores a de alimentos com
reconhecida atividade antioxidante. No artigo de revisdo de Oliveira e colaboradores
(2009b) foram reunidos resultados de fontes naturais atrativas de antioxidantes a
partir de residuos da industria alimenticia. Estes residuos, apesar de possuirem em
sua composicdo vitaminas, minerais, fibras e compostos antioxidantes sao
desperdicados na maioria das fabricas. Porém, poderiam ser utilizados como
antioxidantes, antimicrobianos e dermocosméticos, minimizando os efeitos

ambientais e gerando uma nova fonte de renda para os produtores rurais.

A diversidade de principios ativos presentes nas espécies Amazonicas indica
grande potencial de aproveitamento industrial, sobretudo, das espécies nativas. Foi
realizado um levantamento das principais frutas Amazénicas e a atividade
antioxidante relacionada aos constituintes quimicos. Esse trabalho resultou na
publicacdo de um capitulo de livro publicado pela editora DAYA PUBLISHING
HOUSE, NEW DELHI, 2014, como o primeiro resultado desta tese. O resumo desta
publicacdo, assim como os dados relacionados a esse capitulo encontram-se no

ANEXO 1.
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3.1.1 ACAI

O género Euterpe possui cerca de 28 espécies localizadas nas Ameéricas
Central e do Sul, estando distribuidas por toda bacia Amazénica. As trés espécies
gue ocorrem com maior frequéncia sdo E. oleraceae, E. edulis e E. precatoria. No
entanto, s6 duas espécies sdo exploradas comercialmente, E. precatoriae E.
oleracea. Umas das principais diferencas entre os dois acais, estd no habito de
crescimento das plantas. E. precatoria € uma espécie nativa do estado do
Amazonas, conhecida popularmente como “agcai do Amazonas“ e encontrada na
bacia do Solimbes, em terreno de terra firme e area de baixio (Almeida et al., 2004;

Cavalcante, 1996).

E. oleracea, conhecida popularmente como “acai do Para”, € encontrada,
sobretudo, em terrenos de varzea e igapd. E multicaule, diferentemente da E.
precatoria que € unicaule. Espécie nativa da Amazbnia, tem suas maiores
populacdes concentradas nas florestas da Amazonia Oriental, principalmente, nos

Estados do Para, Amapéa e Maranhao (Cavalcante, 1996; Mufiiz-Miret et al., 1996).

Estas espécies tem alto potencial econémico, principalmente pelo uso de seus
frutos na preparacado do “vinho de agai” que sdo exportados para todo o mundo
como energéticos. A polpa deste fruto tem sido objeto de estudos em funcéo do
valor nutritivo, sendo considerado um alimento nutracéutico face ao elevado teor de

substéancias bioativas (Costa et al., 2013; Menezes et al., 2011; Sabbe et al., 2009).

O acai demonstra beneficios a saude associados a composi¢cdo quimica.
Devido a isso, uma quantidade consideravel de atividades biolégicas é descrita para
as espécies desse género, principalmente para E. oleracea (tabela 1). A atividade

antioxidante, vasodilatadora e antiinflamatoria da polpa é a mais avaliada por meio
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de diferentes testes, desde a varredura de radicais in vitro até em modelos celulares
e plasma humano, sugerindo uma possibilidade do uso do acai como planta

medicinal (Costa et al., 2013; Pacheco-Palencia et al., 2008; Rocha et al., 2007).

Tabela 1: Atividades bioldgicas de espécies de Euterpe.

Espécie Atividade biologica Referéncias

Antioxidante [1-14]
Atividade antiproliferativa [15-17]

Efeito vasodilatador [18]
E. oleracea Atividade anticociceptiva [19-20]

Antiinflamatéria [14, 21-24]
Citotoxicidade em células [25]
cancerigenas

. 14, 26
E. precatoria Antioxidante [ [14] ]

Antiinflamatéria

[1] Matheus et al., 2003; [2] Hassimitto, et al., 2005; [3] Schauss et al., 2006; [4] Lichtenthaler et al.,
2005; [5] Mertens et al., 2006; [6] Rodrigues et al., 2006; [7] Chin et al., 2008; [8] Santos et al., 2008;
[9] Mertens-Talcott et al., 2008; [10] Spada et al., 2009; [11] Ribeiro et al., 2010; [12] Rojano et al.,
2011; [13] Rufino et al., 2011; [14] Kang et al., 2012; [15] Del Pozo-Insfra et al., 2006; [16] Pacheco-
Palencia et al., 2008; [17] Hogan et al., 2010; [18] Rocha et al., 2007; [19] Marinho et al., 2002; [20]
Favacho et al., 2011; [21] Schauss et al., 2006; [22] Xie et al., 2012; [23] Kang et al., 2011; [24]
Noratto et al., 2011; [25] Fragoso, et al., 2013; [26] Galotta et al., 2008 e 2005;

Na colheita, pode-se diferenciar as espécies por meio das caracteristicas
botanicas, porém ao ser preparado para consumo, ndo € possivel ter a certeza
sobre o tipo de acai que estd sendo consumido. Sabe-se que as espécies de E.
oleracea sdo comumente encontradas na regido paraense, enquanto que na
amazonense prevalece as espeécies de E. precatdria, porém, ndo ha distincao para a

vendas da polpa, sendo vendidos apenas como “agai’.

Ha poucos estudos diferenciando as espécies. De forma geral, caracterizam-
se quimicamente por apresentarem substancias fendlicas como acidos fendlicos,
flavonoides e antocianinas (Kang et al. 2011; Pacheco-Palencia et al., 2008; Del

Pozo-Insfran et al. 2006; Kuskoski et al., 2006).



13

Figura 01: Sementes de (A) E. precatoria e (B) E. oleracea.

A polpa de corresponde a cerca de 10% do peso final, resultando em 85-95%
de residuos que sao descartados (Yuyama et al.,, 2011; Pompeu et al., 2009).
Atualmente, este subproduto vem sendo utilizado como adubo para plantas e
biojoias. Algumas pesquisas sugerem a utilizacdo como fonte de fibras para
alimentos e fonte de energia. Verifica-se, porém, que sdo escassos 0s estudos
guimicos e bioldgicos com este material e que mesmo com essas finalidades, a
guantidade de material descartada € superior a que € utilizada, tornando-se assim
um problema ambiental (Martins et al., 2009; Tinoco, 2005). Levando-se em
consideracao que a polpa dessas espécies € rica em substancias bioativas, o estudo
sobre a composicdo quimica das sementes torna-se uma oportunidade para o
aproveitamento em larga escala de uma matéria prima que atualmente esta sendo

descartada e que pode gerar produtos biotecnoldgicos sustentaveis.

Foi realizado uma extensa pesquisa bibliografica sobre os trabalhos cientificos
descritos para as duas espécies de acai (E. precatoria e E. oleracea), tanto da parte
guimica quanto biologica. No ANEXO 2 pode-se encontrar o resumo e os dados do

artigo resultante desse trabalho, publicado pela revista Food Chemistry, em 2015.
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3.1.2 BACURI (Platonia insignis)

Nos ultimos anos, o bacurizeiro tem sido frequentemente citado como espécie
promissora, pelas amplas possibilidades que apresenta, com interesse na industria
de alimentos e madeireira. Pelo sabor e aroma peculiar, os frutos sdo bastante
utilizados para elaboracéo de sucos, sorvetes, cremes, doces, compotas ou mesmo
consumidos in natura pela populacdo da Amazbnia e parte do Nordeste do Brasil,
particularmente nos Estados do Maranhao e Piaui (Nascimento et al., 2007)

Mesmo apresentando cerca de 71% de casca e 15% de sementes (Souza et
al., 2001; Mourdo et al., 1996), verifica-se que o aproveitamento integral do fruto do
bacurizeiro tém sido pouco estudado. Os trabalhos concentram-se em avaliacdes da
polpa e poucas alternativas foram levantadas para os residuos que visem a
utilizacao do fruto como um todo (Valenca et al., 2008).

Villachica e colaboradores (1996) relataram a possibilidade da utilizacdo da
casca de bacuri para obtencdo de 6leo ou pelo uso na fabricacdo de doces.
Atualmente, as empresas descartam esse residuo que € a maior parte do fruto, por
nao apresentarem estudos quimicos e citotoxicos que garantam a seguranca
alimentar deste material. Segundo os produtores de bacuri, as cascas apresentam
uma resina de coloracao forte e sabor amargo, dificultando a fabricagéo de doces e
compotas.

Em estudos referentes ao mesocarpo, verificou-se a alta quantidade de
pectina existente, cerca de 5,0% (Paula, 1945). Quimicamente, as pectinas
correspondem a uma cadeia linear de &cido poligalacturénico, unida por ligagbes
alfa-1,4 de &cido galacturbnico, com grau variavel de grupos carboxilas metil

esterificados (Chitarra e Chitarra, 2005).
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Figura 02: Estrutura quimica de substancias isoladas de cascas de bacuri

Algumas frutas sdo descritas como fontes de pectinas, entre elas a maca,
goiaba e o0 pequi. A importancia da pectina em alimentos é geralmente atribuida a
formacdo de géis, sendo amplamente usada para producdo de gomas, geléias,
produtos lacteos e fibra dietética sollvel para reducdo dos niveis de colesterol,
lipoproteinas, acidos biliares e glicose (Thakur et al., 1997; Anteri-Schemin et al.,
2005, Siqueira et al., 2012; Fietz e Salgado, 1999). A obtencéo de fracdes de pectina
pode ser ,dessa forma, uma solucdo para o aproveitamento da casca de bacuri.

Outros estudos referem-se a quantificacdo de fendlicos e a identificacdo dos
constituintes  volateis. Descrevem-se o0 isolamento de um biflavonoide,
morelloflavona, tipo flavanona-(3—8”)-flavona (figura 01), isolado da fracdo
metandlica das cascas, extracdo de pectina em alta concentragdo (37,6%) em
oxalato de amoénia, além da identificacdo dos volateis linalol, 2-heptanona, 3-hexenil
e a substancia majoritaria, o acetato de linalol como as substancias responsaveis
pelo aroma pareceriam ser (Batista et al., 2011a ; Batista et al., 2011b; Brito et al.,
2011). (Souza e Chaves, 2007).

A revisdo mais aprofundada desta tese sobre os estudos quimicos e biologicos
de P. insignis foi realizada e encontra-se publicado no artigo de revisdo da revista
Scientia Amazonia, 2015. No ANEXO 3 pode-se encontrar o resumo e os dados

desse trabalho.
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3.1.3 PIQUIA

Caryocar villosum (piquia) é uma espécie nativa da regido amazonica,
pertencente & familia Caryocaceae. A polpa do seu fruto é consumida pelos
habitantes locais na culinaria amazonense para preparar pratos regionais com arroz
e 0 Oleo comestivel, o qual é utilizado como substituto de manteiga (Clay et al.,
2000). Esse 6leo é utilizado pelas familias rurais do Nordeste do Brasil para o
tratamento de dermatofitoses, tais como micoses (Tinea capitis) e doencas fungicas
da pele (“pé de atleta”) (Grenand et al, 2004).

Na Guiana Francesa tradicionalmente a polpa e a casca de piquia séo
utilizadas pelos habitantes como veneno de peixe. No estudo realizado por Magid e
colaboradores (2006), associou-se tal propriedade a presenca de saponinas
isoladas.

O interesse nesse fruto esta relacionado as substancias bioativas detectadas.
Quando comparado com outras 18 frutas tropicais (nove deles da regido
amazonica), o piquia apresentou os maiores valores de substancias fendlicas totais,
flavonoides e atividade antioxidante (Barreto et al., 2009).

Nos estudos realizados por Chisté e Mercadante (2012) e Chisté e
colaboradores (2012) foram detectadas as substancias fenolicas: acido galico, acido
elagico e 4&cido elagico desoxihexosido rhamnosido (HDDP-Glicose), e o0s
carotenoides: luteina e zeaxantina como compostos majoritarios. Nas cascas do
caule foram encontrados fendlicos glicosilados, saponinas triterpenicas e
flavonoides. A partir do extrato metandlico foram isoladas cinco saponinas
triterpénicas (acido B-D-glucurénico, B-D-galactose, a-L-ramnose, B-D-14-glucose,
gallato (sal do acido gélico)). Algumas dessas substancias podem ser observados

na Figura 3. Saponinas triterpénicas também foram isoladas da polpa, tendo como
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seu componente acucar: p-D-glicose, B-D-galactose, B —D-xilose e os flavondides
glicosideos, B-D-glicopiranose, 3', 4', 5' - trimetoxifenil, Galloil 1, galloil 2 ( Magid et

al, 2008; Magid et al, 2006a e 2006b).

Substéancias fenolicas OH
o\ OH I OH
07T
o}
HO OH o o)
OH
o OH
Acido galico Acido elagico OH

HDDP-Glicose

Carotenoides

\\

HO CHs
anteraxantina

\\

HO CHs

zeaxantina

Figura 3: Substancias quimicas detectadas e/ou isoladas de piquia.

A polpa apresentou efeitos antigenotoxicos, capacidade sequestrante das
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Almeida et al, 2012; Chisté et al, 2012),
propriedades antifingicas contra dermotofitoses (Grenand et al, 2004) e atividade
anti-inflamatéria tépica in vivo (Xavier et al, 2011).

Mesmo tendo apresentando excelentes resultados para atividades
antioxidantes in vitro, os trabalhos cientificos envolvendo a espécie C. villosum estéo
relacionados a utilizacdo na industria madeireira e na polpa, sendo reduzidas as

pesquisas sobre as partes ndo comestiveis deste fruto.
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3.2 FENOIS E FLAVONOIDES

A) SUBSTANCIAS FENOLICAS

Dentre os ativos utilizados em pesquisas de produtos naturais, estdo 0s
polifendlicos, substancias cada vez mais correlacionadas com a capacidade de
diminuir os riscos para a saude relacionados ao estresse oxidativo (Campos e

Frasson, 2011; Hirata et al., 2004).

Consideram-se substancias fendlicas, numa definicdo genérica, estruturas que
possuem pelo menos um anel aromatico no qual, ao menos um hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila. Podem ser classificados de acordo com
seu esqueleto principal (tabela 2) ou segundo sua ocorréncia no reino vegetal

(amplamente distribuidos ou de distribuicéo restrita) (Cunha et al., 2005).

Tabela 2. Esqueleto basico de alguns compostos fendlicos.

Esqueleto basico Classe de substancias fendlicas
C6 fendis simples, benzoquinonas
C6-C1 acidos fendlicos
C6-Cl1l-C6 xantonas
C6-C3-C6 flavonoides e isoflavonoides
(C6 - C3): Lignanas, neolignanas
(C6 —C3), ligninas
(C6 —C3 -C6)> biflavondides
(C6 - C3-C6)n taninos condensados

Fonte: adaptado de Dewick, 2002 e Lobo e Lourengo, 2007.

Podem ser formados através de duas rotas: via do acido chiquimico e pela via
do acetato. Por meio destas pode-se determinar o padrdo de substituicdo do
composto fendlico resultante, onde na via do acido chiquimico obtém-se substancias
com grupos hidroxilas em posicao orto, que se formam a partir do acido cinamico e
na via do acetato originam-se substancias com grupos hidroxilas dispostos em meta

(Lobo e Lourenco, 2007; Dewick, 2002; Geissman e Crout, 1969) (figura 4).
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Figura 4: Padrao de oxidacao tipicos das vias metabdlicas. A: via do acetato e B) via do acido

chiquimico

Na formacdo de compostos fendlicos pela via do acetato (figura 5), o bloco

constituinte fundamental € o acido acético sob a forma de acetil-CoA (acetil

coenzima A) que é o iniciador direto de todo o processo. O aumento subsequiente da

cadeia realiza-se através de um derivado, o malonil-CoA, numa rea¢do analoga a

condensacao de Claisen. Posteriormente, ocorre a ciclizagdo, uma desidratacéo e a

aromatizacéo (Lobo e Lourenco, 2007; Dewick, 2002).

HO,C
H;C SCoA SCoA
3x
\H/ N
o o)
acetil-CoA malonil-CoA
(_OH
0 CHj
o) CHj Xy
~N H reagao tipo aldol
| e SEnz
o ciclizaggo | | | |
SEnz H
| || @] O
o o} desidratacéo i
HO CHj enolizacao CH
hidrolise AN 8
OH
| | aromatizagéo SEnz
OH o | |
@] 0]

acido orselinico

Figura 5. Exemplo da biossintese de fendlicos oriundos da via do acetato. Fonte: Dewick, 2002.
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O esquema biossintético para a formacdo do acido chiquimico (figura 6)
envolve a adicdo de uma molécula de fosfoenol piruvato (PEP) a um acucar, a
eritrose-4-fosfato, originando um derivado acido com sete carbonos, o desoxi-
arabino-heptulosonato-fosfato. Essa reacéo tipo aldol, seguida de uma eliminacao
do grupo fosfato e adicdo a carbonila, originam o &acido 3-desidroquinico. Em
seguida forma-se o acido 3-desidrochiquimico através da eliminacdo cis de uma
molécula de agua. Ha entdo a reducdo da carbonila a alcool, por meio de NADPH,

produzindo o acido chiquimico (Lobo e Lourenco, 2007).

Cco,
\\ COZ_ + co,’
H 2
CH2 PO O; t \/
fosfoenolpiruvato (PEP) O
, -HOP CH,
i - I
PO + DAHP sintetase +
HO OH NAD o j OH
OH b
OH
HO o
DAHP
) OH (desoxi-arabino-heptulosonato-fosfato) reagao tipo
eritrose-4-fosfato aldol
CO,
NADPH -H20
ehmmagao cis (syn)
HO OH
OH
acido chiquimico acido 3- deS|droch|qU|m|co acido 3-desidroquinico

Figura 6: Formacéao do &cido chiquimico. Fonte: Adaptado de Dewick, 2002.

Verifica-se nas pesquisas uma correlagdo positiva entre a atividade
antioxidante e a quantidade de compostos fendlicos. Esta atividade deve-se
principalmente as propriedades redutoras e a estrutura quimica dos fendlicos,
que permitem a neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e/ou quelacdo de
metais de transi¢cdo. A ressonancia do anel aromatico presente nestes compostos é

a principal responsavel pela formacdo de intermediarios estaveis que apos o
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processo de reducdo dos radicais livres, bloqueia reagbes em cadeia (Barreiros et

al., 2006; Cerqueira et al., 2007a).

B) FLAVONOIDES

Os flavonoides sédo subdivididos nas principais classes: flavonas, flavondis,
chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas,
proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides (Dornas et al., 2007). Representam
um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de
origem vegetal. De forma geral, sdo moléculas de baixo peso molecular
caracterizados por apresentarem dois nucleos fendlicos ligados por uma cadeia de
trés carbonos. A estrutura basica dos flavonoides consiste num nucleo flavano,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6),
sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C)

acoplado ao anel A (Figura 7) (Cunha et al., 2005).

Figura 7: Estrutura bésica dos flavonoides

Os flavonoides possuem biossintese mista, resultado da via do acido
chiguimico e a do acetato, via acido malénico. A primeira origina fenilalanina, o
precursor do acido cinamico, que por sua vez, origina o acido cumarico, responsavel
por um dos anéis aromaticos (anel B) e a ponte de trés carbonos. A segunda resulta
no outro anel aroméatico (anel A) do esqueleto basico dos flavonéides (Dewick, 2002)

(Figura 8).
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3.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS

O uso tradicional das plantas em tratamentos de pele, especialmente para fins
cosmeéticos, € uma pratica comum na medicina popular de muitas culturas. A busca
por agentes antimicrobianos, inibidores enzimaticos antioxidantes e fotoprotetores
torna-se cada vez mais frequentes e pode fornecer indicios que estimulem estudos

para a descoberta de potenciais agentes terapéuticos.

3.3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A pesquisa por antimicrobianos de origem natural (animal e vegetal) tém sido
uma alternativa para a utilizacdo desses conservantes de origem sintéticas. As
expectativas do mercado de cosméticos buscam diminuir a incidéncia de reacfes de
hipersensibilidade ao usuario, como irritacdo e alergia, e uma menor toxicidade,
incentivando assim, a busca de substancias com potencial antimicrobiano (Lundov et

al., 2009; Ostrosky et al., 2008).

Os cosmeéticos necessitam de conservantes em suas formulacdes que sejam
capazes de inibir o crescimento de microorganismos durante sua fabricacdo e
estocagem e/ou para proteger os produtos da contaminacao inadvertida durante o
uso. Assim, os conservantes devem apresentar atividade antimicrobiana efetiva,
sendo seletivamente toxicos e eficazes contra bactérias, bolores e leveduras

(ANVISA, 2013; Pinto et al., 2010; Kabara e Orth, 1997).

Nas varreduras, geralmente sao incluidas os microorganismos: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Mycobacterium smegmatis, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e alguns

fungos filamentosos. Os mecanismos de acdo envolvem processos de destruicao da
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estrutura proteica da parede celular; alteracdo da permeabilidade da membrana;
inibicdo de sistemas enzimaticos da célula e oxidacdo de componentes celulares

(Barbosa e Torres, 2005; Rang et al., 2004; Calixto, 2001; Trabulsi et al., 1999).

As pesquisas de substancias antimicrobianas nos vegetais desenvolveu-se
apoés a descoberta de penicilina, e os metabdlitos secundarios como as substancias
fendlicas, terpenos e flavonoides estdo sendo classes muito promissoras. Segundo
Rocha Filho (1994), cosméticos contendo flavonoides apresentam atividade
microbicida e, além disso, sdo hidrossollveis e ndo causam irritacdo cutanea, o que

facilita sua aplicacdo cosmética.

Na regido amazonica verifica-se que os 6leos de andiroba e copaiba estdo
sendo inseridos no mercado de cosméticos e apresentam atividade antimicrobiana,
antifingica, e antisséptica. Outros destaques sdo os frutos goiaba (Psidium
guajava), buriti (Mauritia flexuosa) e guarana (Paullinia cupana Kunth) que
apresentaram atividade contra bactérias gram positivas e negativas e atividade
antifingica (Koolen et al., 2013; Leandro et al., 2012; Ribeiro, 2008; Majhenic et al.,

2007).

3.3.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

A maioria das enzimas pode ser inibida por certas substancias quimicas. Essa
inibicdo por pequenas moléculas e ions especificos é importante nos mecanismos
de controle em sistemas biologicos. O estudo de inibidores de enzimas, também se
constitui em uma fonte valiosa de informagcfes sobre os mecanismos da acgéo

enzimatica (Chang et al., 2009; Champe et al., 2005).

3.3.2.1 TIROSINASE



25

Com o intuito de se tratar problemas dermatologicos de hiperpigmentacéo, ha
uma tendéncia mundial no desenvolvimento de cosméticos que possuam
propriedades despigmentantes, os quais agem inibindo a biossintese de melanina
(Teixeira et al., 2012). Esta desempenha um papel importante na protecao da pele
humana contra os feitos nocivos da radiacao ultravioleta (raios UV) do sol. Verifica-
se, porém, que o acumulo de uma guantidade anormal de melanina em diferentes
partes especificas da pele pode ocorrer, resultando em manchas mais pigmentadas,

tornando-se um problema estético (Chang, 2009; Adhikari et al., 2008).

Para o tratamento desses problemas de pigmentacdo varios produtos
cosmeéticos e farmacéuticos séo utilizados, porém, ndo séo totalmente eficazes ou
seguros, 0 que justifica a intensa pesquisa na busca de novos agentes ativos,
principalmente aqueles envolvidos nha melanogénese, como a tirosinase (Silvério et
al, 2013; Okombi et al, 2006; Grimes, 1999). A inibicdo da tirosinase é o principal
mecanismo de acdo de agentes despigmentantes. Dentre as substancias quimicas
despigmentantes mais utilizadas destacam-se a hidroquinona, o arbutina, o acido
kdjico e o acido ascorbico e seus derivados (Masuda et al., 1996; Su, 1999; Zhai e

Maibach, 2001; Sato et al., 2007).

Ha relatos de que compostos fendlicos sdo potenciais agentes
despigmentantes, por possuirem uma estrutura quimica semelhante a da tirosina, o
substrato da tirosinase (Boissy e Manga, 2004). Devido a grande necessidade de
novas substancias despigmentantes, que realmente sejam eficazes e ndo tragam
tantos efeitos nocivos a saude, torna-se interessante avaliar a atividade de produtos
naturais, fontes de fendlicos, que possam substituir efetivamente os compostos

sintéticos encontrados no mercado.
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3.3.2.2 HIALURONIDASE

A hialuronidase € uma enzima que despolimeriza o acido hialurénico (figura 9),
reduzindo a viscosidade do meio intercelular, aumentando a permeabilidade das
membranas celulares e vasos sanguineos, tornando o tecido mais permeavel a
disperséo de outras substancias e promovendo a reabsor¢céo do excesso de fluidos,
mobilizando os edemas e infiltracdes (El-Safory et al., 2010; Hynes et al., 2000;).

OH OH
/o A
“1-0 O Ho }
| HO 0 --
OH NH |
\ 0%\ ,f/n
Figura 9: Estrutura quimica do &cido hialurdnico

Os resultados dos estudos sugerem que o nivel de acido hialurénico pode estar
correlacionado com a agressividade de células tumorais, de forma que quanto maior
a quantidade de acido hialurénico encontrado nestes tecidos, mais agressivo o
tumor. O que indica um passo importante no avanco do processo cancerigeno, uma
vez que a inibicdo desta enzima pode estar relacionada a diminuicdo desse
processo patolégico (Menzel e Farr, 1998; Matousek et al.,, 2004; Zhang et al.,

2004).

Alguns autores descrevem que a atividade da hialuronidase também pode estar
relacionada com outros processos nos tecidos animais como a inflamacédo e
envelhecimento cutaneo. Dessa forma, um estudo sobre a inibicdo da enzima pode
caracterizar possiveis atividades biolégicas dos extratos e assim a possivel

utilizacdo para formulagdes cosméticas (Park et al., 1998).
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3.3.3 ATIVIDADE FOTOPROTETORA

A luz solar € composta por espectro continuo de radiacdo eletromagnética que
apresenta divisao e denominagcdo em concordancia com o intervalo de comprimento
de onda (A). Os raios UV subdividem-se em: ultravioleta A (UVA) entre 320 e 400
nm, ultravioleta B (UVB) entre 290 e 320 nm e ultravioleta C (UVC) entre 100 e 290
nm. A incidéncia dos raios UV pode ser ilustrado na figura 10 (Gonzélez et al., 2008;

Palm e O Donoghue, 2007).

epiderme

derme

A 20T

Figura 10: Representagdo esquematica do poder de penetracdo da radiagdo solar nas
camadas da pele. Fonte: adaptacdo de <http://lindadeviver.files.wordpress.com/2008/11/efeitos-da-

radiacao.qif>

A radiacdo UVC nédo chega a superficie terrestre, uma vez que é amplamente
absorvida pela camada de ozbnio. Entretanto, as radiagdes UVA e UVB atingem a
Terra e podem ser absorvidas por diferentes cromoéforos da pele, como melanina,
DNA, RNA, proteinas e lipideos. A exposi¢cao solar prolongada cronica leva a uma
variedade de efeitos adversos que contribuem para formacéo de espécies reativas
de oxigénio e alteragdes histoquimicas, incluindo fotoenvelhecimento (enrugamento,
elastose e irregularidade da pigmentacao), fotocarcinogénese (carcinoma de células
basais e escamosas e melanoma maligno) e a diminuicdo da imunidade do individuo

(Balogh et al., 2011; Mansur, 2011; Dal'Belo, 2008; Gonzélez et al, 2008).
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Os danos causados pela radiacdo UV podem ser amenizados com 0 uso de
substancias denominadas filtros solares que s&do moléculas ou complexos
moleculares que podem absorver, refletir ou dispersar a radiagdo UV (Balogh et al.,
2011). Os filtros solares organicos sao formados por moléculas capazes de absorver
a radiacdo UV (alta energia) e transforma-la em radiacées com energias menores e
inofensivas ao ser humano. Estas moléculas sdo, essencialmente, compostos
aromaticos com grupos carboxilicos ou conjugados. No geral, apresentam um grupo
doador de elétrons, como uma amina ou um grupo metoxila, na posi¢éo orto ou para
do anel aromatico. Existem trés categorias em que se enquadram, sendo elas: filtros

UVB, UVA e de amplo espectro (figura 11) (Flor et al., 2007).

|
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(A)

OH OH OH (ljl
CH,3
H3C\ CH3 H3C\
o) (0]
awbenzona CH, oxibenzona
B)

( ©

Figura 11: Exemplos de substancias quimicas utilizadas como filtros solares em (A) UVB, (B) UVA e
(C) amplo espectro. Fonte: Adaptacao de Silva, 2012.

O mecanismo de ac¢ao dos filtros organicos envolve a absor¢cédo da radiacao
UV e, em seguida, a excitacdo, onde os elétrons situados no orbital T HOMO (orbital
molecular preenchido de mais alta energia) sao excitados para orbital T LUMO
(orbital molecular vazio de mais baixa energia) e, ao retornarem para o0 estado
inicial, o excesso de energia é liberado em forma de calor (Flor et al., 2007). O

espectros de absorcdo nas regides UVA e UVB estédo apresentados no grafico 2.
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Gréfico 2: Espectro de absor¢éo UV dos filtros (A) p-metoxicinamato de 2 etil-hexila e (B) 1-(4-terc-
butilfenil)-3-(4-metoxifenil)propano-1,2-dionaoxibenzona. Fonte: Adaptacdo de Flor et al. (2007).

As pesquisas sobre fotoprotecdo da pele tém mostrado que a incorporacdo de
antioxidantes topicos nas formulacdes antissolares constituem-se numa estratégia
importante para o aumento do efeito fotoprotetor suplementar dos filtros solares
sintéticos permitidos pela lei. Aliado a isso, 0s entraves dos atuais protetores solares
como a baixa resisténcia a agua, pouca estabilidade, potencial alérgico e dermatites
fotoalérgicas de contato estimulam a busca de substancias com potencial acéo

fotoprotetora (Souza, et al., 2013; Violante et al., 2009).

3.3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A pele possui a maior area de superficie do corpo humano, sendo o principal
alvo dos radicais livres. Estudos sugerem uma correlacdo entre o envelhecimento e
a reducéo de agentes enzimaticos e ndo-enzimaticos, com consequente aumento na
formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN) (Guaratini et

al., 2007; Kede e Sabatovich, 2004).

Os radicais livres sao espécies quimicas que apresentam como caracteristica a
presenca de um Uunico elétron ndo-pareado em uma Orbita externa. Espécies

reativas incluem nao sé os radicais (O2", ‘'OH, NO’), mas também intermediarios
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neutros ou carregados (H202, ROOH e ONOO") e outras espécies capazes de formar

radicais livres no organismo humano (*O2, Os) (Halliwell, 1996; Halliwell, 1994).

Desempenham um papel fundamental no metabolismo celular, porém, quando
em excesso, estdo envolvidos em danos moleculares as estruturas celulares, com
consequente alteracéo funcional e prejuizos das func¢des vitais em diversos tecidos e

orgaos (Nordberg e Arnér, 2001, Rover Junior et al., 2001; Halliwell, 1996).

As etapas de reacdo de radicais de forma geral podem ser divididas em
iniciacdo, propagacado e terminacdo. Na etapa de iniciacdo os radicais sdo gerados.
Em seguida, ocorre a propagacdo, onde um radical reage para produzir outros
radicais, formando reacdes em cadeia. Quando os radicais se combinam produzindo
uma molécula na qual os dois elétrons estdo emparelhados ou uma molécula

estabiliza o radical, ocorre a etapa de terminacao (Bruice, 2006).

O equilibrio entre a formacdo e a remocao das espécies reativas de radicais
livres pode ser reestabelecido pelos sistemas antioxidantes, onde substéncias
presentes em baixas concentracdes comparadas a do substrato oxidavel, regeneram
ou previnem significativamente a oxidacdo do mesmo (Barreiros et al., 2006;

Halliwell et al., 2000).

Verifica-se que a estabilidade dos radicais ocorre devido principalmente as
propriedades estruturais das moléculas antioxidantes. Sendo assim, substancias
com a capacidade de produzir radicais pouco reativos e que estabilizam-se ou
sofrem desproporcionamento s&do antioxidantes em potenciais. O mecanismo
envolvendo a estabilizacdo de um antioxidante pode ser ilustrado na figura 12

(Barreiros et al., 2006).
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O ascorbato (forma que € comumente encontrado do acido ascobico no
organismo) é um bom agente redutor que produz derivados pouco reativos. Por
isso, pode ser oxidado pela maioria das ERO e ERN que chegam ou sédo formadas
nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos. O mecanismo envolve uma
reacdo de oxidacdo e produz o radical semidesidroascorbato. Posteriormente, o
radical formado é convertido em ascorbato através de um sistema enziméatico ou &

oxidado irreversivelmente gerando oxalato e treonato (Barreiros et al., 2006).
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semideidroascorbato

redutase semidesidroascorbato
ascorbato
sistema de regeneragéo desproporcionamento
oxalato pela GSH oy
o 0
N\ Y7 OH
. O=" (@]
o o ~ OH
+ omdagao irreversivel -
OH / \\ )
HO
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HO 4 desidroascorbato ascorbato
OH OH

treonato
Figura 12: ciclo oxidativo do ascorbato
Fonte: Adaptacéo de Barreiros et al. (2006).

Entre os antioxidantes mais conhecidos estéo as vitaminas C e E, carotenoides
e as substancias fendlicas. Estas apresentam propriedades redutoras e capacidade
de estabilizacdo dos radicais formados devido a ressonancia do anel aromatico,
entre 0s quais pode-se citar a quercetina, rutina, hesperidina, naringina, naringenina,
e sakuranetina (figura 13) (Couto e Canniatti-Brazaca, 2010; Bruice, 2006; Melo e

Guerra, 2002, Bianchi e Antunes, 1999).
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Figura 13: Estruturas quimicas de antioxidantes fendlicos.
Presume-se dessa forma que mecanismos antioxidantes capazes de
neutralizar os radicais livres pela administracdo oral ou tépica, protegem a pele dos
danos oxidativos e podem ter um papel importante na prevencao de doencas e no

processo de envelhecimento cutaneo (Campos e Frasson, 2011; Vieira et al., 2011;

Kang et al., 2012).

Segundo Roesler (2009), é possivel classificar em quatro categorias 0s
meétodos mais empregados na avaliacao da atividade antioxidante proporcionada por
extratos vegetais, sendo necessaria a combinacdo destes para uma analise

completa do potencial antioxidante.

1. Métodos que empregam modelos de radicais relativamente estaveis como o
DPPH, ABTS, 2-desoxi-D-ribose, nos quais € avaliada a capacidade do
extrato vegetal em doar hidrogénio a fim de formar ndo radicais, ou seja,
sequestrar os radicais livres (OH") formados durante a oxidacdo. Esses
métodos costumam ser rapidos, simples e muito convenientes para a

varredura um de grande numero de amostras.
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2. Modelos contendo lipidios ou emuls@es lipidicas como B-caroteno, muito
utilizado para avaliar amostras menos polares uma vez que o substrato
empregado € uma emulséo lipidica.

3. Testes in vitro utilizando como substratos sistemas biolégicos como células
de cortex cerebral de rato/boi, lipoproteina de baixa densidade humana
(LDL), cultura de células hepaticas de camundongos e microssomas de
figado de ratos; nos quais a reacdo de oxidacédo € iniciada por meio de um
agente agressor como H20z, nitriloacetato (NTA) ou cloreto férrico (FeCls).
Modelos que empregam células sao particularmente Uteis na determinacao
dos mecanismos de reacéo e dose-resposta de um determinado composto,
ou seja, € possivel estudar a quantidade de amostra necessaria para
induzir uma acado e alterar uma resposta bem como observar a variedade
de respostas em funcéo de desafios diversos impostos as células.

4. Testes in vivo utilizando animais para avaliar os efeitos de protecao
proporcionados pela ingestdo de extratos vegetais, com ou sem intoxicacao
por substancias como o tetracloreto de carbono CCls. Nesses estudos, a
inducdo ou decréscimo no conteudo e atividade das enzimas detoxificantes
da fase 1 e 2 é monitorada por métodos bioquimicos bem como os danos
as células e tecidos sdo avaliados por meio de estudos histopatoldgicos.
Somente nesses modelos é possivel avaliar a absorcéo, distribuicao,
metabolismo e excrecdo dos antioxidantes bem como a real contribuicdo

desses compostos.

Em funcao dos efeitos secundarios provocados pela utilizacdo de antioxidantes
sintéticos, como problemas de toxicidade, carcinogénese, aumento do peso do
figado e significativa proliferacdo do reticulo endoplasmético, as pesquisas tém
buscado produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir
0s sintéticos ou fazer associacdo entre eles (Augustyniak et al., 2010; Tang et al.,

2008; Guaratini et al., 2007; Siméao, 1985).
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3.4 CARACTERIZACAO QUIMICA

A caracterizacdo quimica avaliando uma grande quantidade de metabdlitos
vem sendo satisfatoriamente utilizada na quimica de produtos naturais, sendo
comumente denominado “fingerprint” ou “impressao digital”. Muitas técnicas
analiticas como RMN, espectrometria de massas acopladas a técnicas de separacéo
(CE-MS, CG-MS e LC-MS) ou infusao direta tém sido utilizadas para obtencdo de
“fingerprintings®. Dentre essas, a espectrometria de massas possui vantagens
importantes em relacdo as demais técnicas devido a alta sensibilidade e a
seletividade combinadas com a possibilidade de confirmar a identidade de

componentes presentes em amostras bioldégicas complexas.
3.4.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massa é um método que vem sendo consolidado como
uma importante ferramenta analitica na determinacdo de perfis e estruturas
quimicas. Conceitua-se como o estudo da matéria através da formacgéo de ions em
fase gasosa e sua caracterizacdo de acordo com a razdo de sua massa carga (m/z),
estrutura ou propriedades fisico-quimicas. Inicialmente essa técnica era usada na
determinacdo de massas atOmicas e restrita a analise de gases e substancias
volateis. Durante a ultima década passou por grandes avancgos tecnoldgicos,
permitindo que a sua utilizacéo fosse expandida para um amplo espectro de classes

moleculares (Ham, 2008).

O primeiro experimento pratico desse método analitico é descrito em 1930, por
Chapman. Posteriormente em 1960, houve a utilizacdo da espectrometria de

massas por Dole e colaboradores, iniciando um processo de grande
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desenvolvimento para o meio cientifico. Porém, foi com a ionizag@o por eletrospray
como método de ionizacdo branda que a espectrometria de massa pode alcancar
maiores aplicabilidades, permitindo a analise de macromoléculas com baixos niveis

de fragmentacao (Yamashita e Fen, 1984).

A principal vantagem do electrospray sobre outras técnicas € a que a
dessolvatagcédo ocorre gradualmente em temperaturas relativamente baixas de forma
a ndo gerar fragmentos nem moléculas ionizadas. Atualmente ela vem sendo
empregada na busca de informacfes sobre a estrutura de compostos organicos,
analise de misturas complexas e devido ao desenvolvimento de técnicas de
ionizacdo mais brandas tornou-se possivel a utilizacdo em compostos de alta massa
molecular e ndo volateis, como os polipeptideos, carboidratos e as proteinas (Cole,

1997).

Os ions sao gerados induzindo tanto a perda quanto o ganho de carga elétrica
a partir de uma espécie neutra. Uma vez formados, sado eletrostaticamente
direcionados a um analisador de massa, onde sdo separados de acordo com a
relacdo m/z e detectados. A ionizacdo € obtida através da protonacdo ou
desprotonacdo, ou ainda pela adicdo de outros ions, como Na*, K*, NHs* e CI,
formando adutos. As espécies observadas sdo chamadas protonadas [M-H]*,

desprotonadas [M-H]-.
3.4.1.1TIPO DE IONIZA(;AO

Os processos de ionizagdo sao fundamentais para espectrometria de massas.
Diversas fontes de ionizacdo foram desenvolvidas ao longo da historia e entre as
mais utilizadas para a analise de substancias organicas de médio e baixo peso

molecular destacam-se a técnica de ionizacdo por elétrons (El), ionizacdo quimica
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(IQ), Bombardeamento rapido de atomos (FAB), ionizacdo por dessorcao da matriz
assistida por laser (MALDI), ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) e

ionizacao por electrospray (ESI), sendo esta ultima a mais utilizada.

A ESI envolve a formacao de um feixe eletrostético, onde héa a transferéncia de
ions existentes em uma solucdo para a fase gasosa. Nesse processo, sao geradas
pequenas gotas carregadas e destas séo liberados os ions, resultantes da aplicacéo
de uma diferenca de potencial da ordem de kV entre um capilar e um contra
eletrodo, sob pressao atmosférica (figura 14). Este processo pode ser dividido em
trés etapas principais, a nebulizacdo da solugdo da amostra em goticulas
carregadas decorrentes da aplicacao direta de voltagem no capilar; a liberacdo dos
ions a partir das goticulas; e o transporte dos ions da regido de pressao atmosférica

da fonte para a regido de alto vacuo do analisador (Ham, 2008).
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Figura 14: Modelo de ionizacdo por electrospray

As gotas formadas na forma de cone (Cone de Taylor) sofrem dessolvatacéo,
num processo conhecido como exploséo de Coulomb, resultantes da densidade de
carga e do aumento de repulséo entre os ions que venceram a tensao superficial do
liquido. Os fatores que influenciam esse processo sédo: magnitude do campo elétrico,

tenséo superficial do solvente e condutividade da solucdo (Yamashita a Fen, 1984).

A massa do solvente é reduzida por evaporacdo, onde um fluxo de gés inerte

secante auxilia nesse processo. O sistema passa para a regido de baixa pressao, na
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qual hd um sistema de bombas e um conjunto de lentes Opticas que conduzem 0s
ions ao analisador de massas. A ativacdo através de colisdo desses ions e
subsequente dissociacdo a varios fragmentos fornece informacdo estrutural a
respeito desses ions, necessaria para identificacdo e caracterizacdo (Moraes e

Lago, 2003).

As informacdes sobre os ions relativos a fragmentos podem ser obtidas por
meio de espectrometria sequencial (MS/MS ou Tandem MS) onde sé@o gerados ions
pela aplicagdo de altos campos magnéticos na fonte de ionizagdo com uma
molécula de gas. Os ions de uma faixa especifica de m/z sdo selecionados,

dissociados e os ions séo analisados (figura 15).
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Figura 15: Esquema de selecao do ion precursor e de sua formacdo. Fonte: Adaptacao de
Souza, 2008

Com o mesmo principio de ESI, a ionizagdo por dessorcéo de spray de elétrons
(DESI) (figura 16) é um processo de ionizacdo pelo qual a amostra pode ser
depositada em alguma superficie, como TLC ou papel, fora do espectrébmetro, onde
ocorre a ionizagdo. Essa técnica foi desenvolvida por Robert Grahan Cooks e nela a
superficie onde a amostra esta depositada recebe um jato de spray, com solvente
apropriado, em alta velocidade, provocando a dessor¢éo e ionizacdo do analito e

consequente transferéncia dos ions para a fase gasosa (Cooks et al., 2006).
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Figura 16: Fonte de ionizacdo do tipo DESI. A) llustragdo do processo e B) Espectrdmetro de
massa com DESI. Yamaguchi, 2015

As caracterizacfes estruturais dos perfis de compostos organicos vém
acontecendo de forma bem sucedida por pesquisadores utilizando sistemas de
ionizacdo por electrospray (ESI e DESI) em espectrometria de massa. Uma das
vantagens é devido a ampla faixa de relagdo m/z dos ions e a rapidez com que as
analises podem acontecer, em comparagcdo com as técnicas tradicionais de
isolamento por cromatografia em coluna e particdes para a possivel identificagdo
das substancias. Com a espectrometria, espectros de massas de extratos de
constituicdo complexa podem ser obtidos, e seus componentes quimicos,

detectados e identificados.
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4.0 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O projeto foi dividido em quatro etapas. Inicialmente, foi realizado um
levantamento dos principais frutos consumidos na regido, com grandes volumes de
residuos e que tivessem poucos, ou nenhum estudo quimico e atividades biolégicas
descritos na literatura. Foram selecionadas 19 espécies e realizadas extracdes
etandlicas e hidroalcodlicas no laboratério de Quimica de Biomoléculas do
Amazonas (Q-Bioma).

A segunda parte foi realizada em parceria com a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, orientada pelo professor Emerson Silva. Foram realizados ensaios
enzimaticos, com enzimas digestivas e teciduais, ensaios para avaliacdo do
potencial antioxidante por meio da varredura de radicais livres, ensaios de
citotoxicidade, potencial fotoprotetor e quantificacdo de substancias bioativas (fendis
e flavononoides totais).

Posteriormente foram selecionadas 3 espécies com os melhores resultados
das atividades biologicas. A otimizacdo da extracdo dos compostos fendlicos foi
realizada utilizando modelo de superficie de resposta 3D e técnicas multivariadas
em parceria com o Laboratério de Estatistica da UFAM (LABEST), orientada pelo
professor Max Lima. Os resultados foram analisados por meio do melhor conjunto de
paramentos: rendimento, quantificacdo de fendis e flavonoides, e atividade
antioxidante.

Apds a selecdo do método, foi realizada a caracterizagdo quimica em um
doutorado sanduiche em parceria com a universidade Canadense York University
orientada pelo professor Demian Rocha Ifa, utilizando sistemas de ionizacdo por
electrospray (ESI e DESI) em espectrometria de massa. O esquema do

procedimento experimental pode ser verificado no fluxograma 1.
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4.1 MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os residuos dos frutos foram gentilmente cedidos pela Cooperativa Agricola

Coari-ltapeua (CAECI) localizada no municipio de Coari (AM), com excecdo de

bacuri, que foi cedida pela empresa “Pousada Bacuri’, localizada no municipio de

Braganca (Pard), onde sdo plantados 65 hectares de bacurizeiro e a amostra de

piquia, obtida na Reserva Florestal Ducke. A data de obtenc@o do material vegetal e

as partes selecionadas estédo apresentadas na tabela, a seguir:

Tabela 3: Nome cientifico, partes utilizadas e as datas da obtencdo do material.

Amostra Nome cientifico Data Parte
Abiu Pouteria caimito 6/2012 Casca
Acai do AM Euterpe precatoria 712012 Semente
Acai do Para Euterpe oleracea 6/2012 Semente
Acerola Malpighia glabra 4/2012 Semente
Bacuri Platonia insignis 3/2012 Casca e semente
Bacurizinho Garcinia madruno 6/2012 Casca e semente
Biriba Rollinia mucosa 6/2012 Casca
Buriti Mauritia flexuosa 4/2012 Casca da semente
Cupuacu Theobroma grandiflorum 4/2012 Casca e semente
Cupui Theobroma subincanum 4/2012 Casca e semente
Castanha do Brasil Bertholletia excelsa 4/2012 Casca
Carambola Averrhoa carambola 5/2012 Semente
Graviola Annona muricata 6/2012 Casca
Guarana Paullinia cupana 12/2011 Casca
Inga Inga edulis var. edulis 6/2012 Casca e semente
Piquia Caryocar villosum 5/2012 Casca
Pupunha Bactris gasipae 12/2012 Semente
Tucuma Astrocaryum aculeatum 12/2012 casca
Uxi Endopleura uchi 5/2012 Casca
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As extracdes foram realizadas por maceracdo, no periodo de 72 horas,
utilizando etanol e etanol:H20 (7:3). As amostras dos frutos das duas etapas
passaram pelo mesmo procedimento inicial. Apos a coleta, as diferentes partes
foram separadas, limpas e secas de acordo com suas caracteristicas: liofilizadas ou
secas em estufa com circulacdo de ar em temperatura ambiente. Em seguida foram

triturados com auxilio de um moinho de facas.

As extracbes foram padronizadas, onde cada material vegetal (100 g) foi
macerado por 48 h, na propor¢cdo de massa/solvente de 10%, utilizando etanol e
etanol/agua (6:4 v/v) como solvente extrator. Para concentracdo dos extratos foi
utilizado evaporador rotatorio para a solugdo em etanol e “spray dryer” para a
hidroalcoolica. Apés a obtencdo dos extratos, os mesmos foram reservados em

frascos ambares e armazenados em geladeira para a realiza¢do dos bioensaios.
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4.2 BIOENSAIOS

ApOs a obtencdo dos extratos as amostras foram analisadas quanto as

atividades biologicas, conforme o fluxograma 2.

Extratos

DPPH

ﬁ-
i

[ tirosinase

Inibicdo enzimatica

- — Atividade
Antioxidante em ABTS antioxidante
células .
A | s
p LPO Quantificacao de
Potencial fendis totais
antiinflamatorio ~
| :
Quantificagao de
flavonoides totais
\
[ Enzimas digestivas Atividade
Hemolitica
~
J

-

T T

[ colagenase

f
Atividade
fotoprotecao

linhagens celulares:

B16F10 (Melanoma murino),

NIH3T3 (Fibroblasto murino), Citotoxicidade
SKAMELL 9 (Melanoma humano) e

ACPO03 (Adenocarcinoma gastrico)

Fluxograma 2: Esquema das atividades quimicas e bioldgicas realizadas na FCF/AM.

4.2.1.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.2.1.1 VARREDURA DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL (DPPH")
Este ensaio baseia-se na medida da capacidade antioxidante de uma

determinada substancia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina
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(Figura 17), obtendo dessa forma, a mudanca simultanea na coloracéo de violeta a
amarelo com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser

monitorada pelo decréscimo da absorbancia.

0] 0]

N\ N\ +

e () e ()
O+ - antioxidante O

N N—N —_— N H—N

/ /
O e @ O e @
/ /
Cor em -0 -0

solucdo: violeta

Figura 17: Reducdo do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil a 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila

O ensaio foi realizado segundo Molyneux (2004) com pequenas modificagdes,
adaptado para realizacdo em microplaca de 96 pocos. Uma aliquota de 30 pL das
amostras em concentracédo de 1 mg.mL* foi adicionada num pogo. Foram realizadas
diluicGes sucessivas e acrescentado 270 pL da solucao de DPPH (0,3 mM). Apds 30
min a absorbancia foi medida em leitora de microplaca (Bio-Rad, modelo 3550 UV) a
517 nm. Os experimentos foram analisados em triplicata e partir dos resultados
obtidos determinou-se a porcentagem de DPPH' remanescente no meio reacional
(Alvez et al., 2010; Sanchez-Moreno et al., 1998). Por meio de regressao linear
foram obtidos os valores de CEso (quantidade de oxidante necessaria para decrescer
a concentracao inicial de DPPH em 50%) (Mensor, 2001) e comparados com o0
padrdo quercetina.

%AA = 100 - (AbSamostra / AbScontrole) * 100

Onde %AA é percentegem de estabilizacdo, Abscontrole € @ absorbancia inicial
da solugéo etanodlica de DPPH e Absamostra € @ absorbéancia da mistura reacional em

30 min (DPPH + amostra).
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4.2.1.2 VARREDURA DO RADICAL ABTS™

No método do ABTS*™, o radical monocétion, cromoéforo verde/azul, é gerado
pela oxidacdo de ABTS [2,2’-azino-bis(3-etil-benzolina-6-sulfonado)] com persulfato
de potassio. A adicdo do antioxidante ao radical cation pré-formado o reduz

novamente a ABTS, promovendo a supressao da cor da solucéo (figura 18).

3

ﬁ - p= 3@@ - = 3@%

H3C HSC
Figura 18: Estabilizacdo do radical ABTS* por um antioxidante.

A atividade antioxidante quantitativa foi avaliada em microplaca de 96
pocos. O radical ABTS™ foi diluido em agua miliQ e previamente oxidado com 1
parte de persulfato de potassio 5 mM por 16h. Uma aliquota de 30 uL de cada
amostra em concentracdo de 1 mg.mL* foi adicionada num poc¢o. Foram
acrescentados 270 pL da solucdo de ABTS™. Apds 15 min a absorbancia foi
medida em leitora de microplaca a 630 nm. Os experimentos foram analisados
em triplicata e partir dos resultados obtidos, determinou-se a porcentagem de
ABTS" remanescente no meio reacional e comparados com o padrdo Trolox®

(Re et al., 1998).

4.2.1.3 SUPEROXIDO

No método utilizado para avaliar a capacidade sequestradora, o anion radical
superoxido (O2™) produzido reduz nitroblue tetrazolium (NBT) a formazan em pH 7,4

e temperatura ambiente (Ewing e Janeiro, 1995; Ozturk et al., 2007). A geracédo do



47

formazan é acompanhada por espectrofotometria pela mudanca da coloracéo
amarelo palido do NBT para uma coloracdo purpura do formazan em 560 nm. As
moléculas que atuam como antioxidante reagem com O2" inibindo a producdo do
formazan (figura 19).

O método utilizado para avaliar a capacidade varredora de anions radicais
superoéxido foi o de Ozturk et al. (2007) com pequenas modificacdes nos volumes
para realizacdo do ensaio em microplacas. Uma aliquota de 50 uL de cada amostra
em uma concentracdo de 1 mg.mL™? foi adicionada num pog¢o. Foram acrescentados
100 pL da solucdo de NBT (reagente 1), seguido de 100 pL da solu¢cdo de NADH

(reagente 2) e realizado a leitura da absorbancia.

0 <|3| H
I
N 02 H202 Ly N
T = T
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R R
¢ L
R N
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\ \
N N
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formazan NBT

Figura 19: Formacéao do formazan a partir do NBT.

Em seguida adicionaram-se 100 pL da solu¢cdo PMS (reagente 3). Apdés 5 min a
absorbancia foi medida e realizada o célculo de inibicdo de acordo com a seguinte

Equacéo: % Inibi¢do = 100 - (A2 amostra — Alamostra / A2 controle — AL controle)* 100.

Reagentel: NBT ( nitro blue tetrazolium) 250 uM.

Reagente 2: NADH ( Nicotinamide adenine dinucleotide ) 390 pM.
Reagente 3: PMS (Phenazine methylsulfate) 10 uM.

Solvente: tampéo TRIS-HCI 16 uM
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4.2.1.4 SISTEMA CAROTENO / ACIDO LINOLEICO

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada utilizando o sistema modelo
do [B-caroteno-acido linoleico, adotando o procedimento proposto por Marco (1968),
modificado por Miller (1971). Neste método, os produtos da degradacdo do acido
linoléico pela oxidacdo, sdo medidos indiretamente pela taxa de destruicdo oxidativa
do B-caroteno.

Inicialmente foi feita a mistura reativa com 0s seguintes materiais: adicionou-se
50 yL de &cido linoleico, seguido de 200 pL de tween 80, 150 pL de solucédo -
caroteno (2 mg.mL* em cloroférmio) e 500 puL de cloroférmio. Posteriormente, a
mistura foi submetida a completa evaporacédo do cloroférmio sob nitrogénio. A esta
mistura isenta de cloroformio, adicionou-se cerca de 25 mL de agua previamente
saturada com oxigénio durante 30 min e agitou-se vigorosamente.

Para a reacdo, adicionou-se 240 pyL da emulséo, 10 pL do inibidor (extrato ou
padrdo acido ascérbico) e realizou-se a leitura da placa em leitor de Elisa a 340 nm.
Incubou-se a placa a 50 °C e efetuou-se a leitura com intervalos de 15 min durante
120 min em espectrofotdmetro de microplaca.

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da oxidacéao,
que foi calculada em relagdo ao decaimento da absorbancia do controle (% Inibicéo)
através da equacao a seguir:

% inibicdo = 100 — (A2amostra — Alamostra / A2controle — Alcontrole) *100.

4.2.2 AVALIACAO DO POTENCIAL FOTOPROTETOR

Para a determinacdo do espectro de absorcdo dos extratos etanodlicos e
hidroalcoolicos dos residuos, aliquotas de 100 puL de cada extrato na concentracéo

de 10 mg.mL?, foram diluidas em 900 uL de DMSO e o espectro de absorcdo na
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regido U.V. das amostras foi determinado na faixa de comprimento de onda entre

200 a 500 nm ("U.V. scanning") utilizando espectrofotdmetro Beckman DU-70.

4.2.3 ENSAIOS ENZIMATICOS
4.2.3.1 ENZIMAS TECIDUAIS

4.2.3.1.1 TIROSINASE

A atividade da inibicdo enzimética da tirosinase foi realizada segundo descrito
em Chan et al. (2008), com modificacdes. Inicialmente foi realizado o controle da
solucdo enzimética com concentracdo de 0,1 mmol/L adicionando-se 80 uL da
mesma, 20 uL de DMSO e 100 pL da solucéao do reagente de cor L-DOPA 1 mmol/L
em uma microplaca. Esta solu¢do foi monitorada a cada 5 min durante 20 min até
gue a sua absorbancia fosse de aproximadamente 1,00.

O teste compods-se inicialmente da adicdo de 20 pL da amostra a ser
analisada com 80 pL da solucédo enzimatica de tirosinase, sendo incubado a 37 °C e
por 5 min. Em seguida foram adicionados 100 pL da solugcédo do reagente L-DOPA e
novamente incubado a 37 °C, sendo a leitura realizada a cada 5 min por 20 min em
comprimento de onda de 420 nm em aparelho leitor de microplaca modelo DTX 800,
Beckman.

A substancia acido kagjico foi utilizada como padrao referéncia e o célculo da
concentragéo, Clso, € dado através da seguinte férmula utilizando os programas
Microsoft Excel 2010 e OriginPro8:

absT,, amostra — absT, amostra

% inibicdo = 100 —( )X 100

absT,ycontrole — absTycontrole
Onde absT, = absorbancia inicial (tempo: 0 min) e absT,, = absorbancia final

(tempo: 20 min).
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4.2.3.1.2 HHALURONIDASE

A inibicdo da atividade de hialuronidase foi determinada conforme descrito por
Marchesan et al. (2006). Uma aliquota de 5 puL do padréo, do extrato e do controle
foi adicionado em triplicata em pocgos separados. Acrescentou-se 40 pL de tampao
acetato, 30 pL da solucdo da enzima hialuronidase (Tipo IV-S: obtido de testiculo
bovino, Sigma Co.) e incubou-se por 5 min a 37 °C. Apos a incubacédo, 125 L da
solucéo de acido hialurénico foi adicionado e incubado por 40 min a 37 °C. Em
seguida, 40 L de tetraborato de potassio 0,8 M foi adicionado na mistura de reacéo
gue novamente foi incubada em banho de ebulicdo por 5 min. Em seguida,
adicionou-se 90 pL de DMAB (dimetilaminobenzaldeido) e incubou-se por mais 20
min. Finalmente, a absorbancia da mistura foi medida em espectrofotdmetro a 560

nm e calculou-se a porcentagem de inibicao.

4.2.3.1.3 COLAGENASE

Em uma placa de 96 pocgos foram colocados 10 pL do solvente da amostra e do
padrao quercetina. Em seguida, foram adicionados 10 pL da solugdo da enzima
colagenase (10 mg/mL) e 80 pL de tampéao tricina 50 mM pH 7,5. A placa foi
incubada a temperatura ambiente por 15 min e, 100 pL do substrato FALGPA (1,6
mM) foram adicionados a ela. A leitura foi realizada de 10 em 10 min em 340 nm até

o tempo de 60 min, a temperatura ambiente (Wart, 1981).

4.2.3.2 ENZIMAS DISGESTIVAS

4.2.3.2.1 a-AMILASE

O método de inibigdo da a-amilase de acordo com Subramanian et al., (2008)

com modificagdes. O teste consistiu na adicdo de 20 pyL do extrato nas
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concentracfes de 1 a 1000 mg/mL diluido em DMSO, juntamente com 200 uL de
amilase diluida em agua deionizada na concentracéo 0,1 mg/mL.

Para o padrao positivo foi adicionado 20 yL de acarbose diluida em DMSO e
20 pyL de amilase. Para o controle adicionou-se somente 40 uL de DMSO. Apos
incubar por 5 min em estufa a 37 °C foram acrescentados 200 pyL da solugdo do
substrato da a-amilase em cada um dos pocos, e em seguida efetuada a primeira
leitura a 406 nm.

A microplaca foi incubada novamente a 37 °C por mais 10 min e assim foi
efetuada a segunda leitura na mesma absorbancia. A porcentagem de inibicdo da a-
amilase foi avaliada a partir da seguinte equacéao utilizando os programas Microsoft

Excel 2010 e OriginPro8:

o absT,, amostra — absT, amostra
% inibicdo = 100 —( ) 00
absT,ycontrole — absTycontrole

4.2.3.2.2 LIPASE

Para a determinacao da inibicdo da lipase foi utilizado a metodologia descrita
por Lee et al. (1993). Foi utilizada solucéo de lipase com concentracdo de 1 mg/mL
em tampao fosfato 10 mM com pH ajustado para 8,0. Para o substrato cromogénico
utilizou-se uma solucdo de éster do &cido 1-2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (6-
metilresorufina)- em tampéo fosfato. Como padréo utilizou-se xenical a 1mg.mL".

Foram adicionados nos pocos individuais 25 pL de extrato nas concentracdes
de 1 a 1000 mg/mL, 25 uL de tampéao fosfato para andlise do controle negativo. Em
seguida adicionou-se 75 pL da solugdo enzimatica em cada pogo e apds 5 min de
incubacédo a 37 °C, 80 pL do tampéao fosfato foi adicionado e assim efetuada a

primeira leitura no leitor de microplaca a 405 nm.
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Em seguida, 20 pL do substrato cromogénico foi adicionado, sendo a reacéo
submetida a incubacdo novamente a 37 °C por mais 20 min. Apds esse tempo foi
realizada a leitura da absorbancia final.

Como padrao utilizou-se xenical (orlistat) e o calculo da inibicao foi efetuada a
partir da seguinte equacao utilizando os programas Microsoft Excel 2010 e
OriginPro8:

absT,, amostra — absT, amostra

% inibicao = 100 —( )X 100

absT,,controle — absTycontrole

4.2.3.2.3 a-GLICOSIDASE

A analise foi baseada no método segundo Andrade-Cetto et al, (2008) com
modificacdo. Nos pocos teste foram adicionados 20 pL dos extratos nas
concentracées de 1 a 1000 pg.mL* e 180uL enzima da solugdo de a-glicosidase
para incubacdo Os extratos foram diluidos com DMSO, sendo também utilizado
tampéo fosfato de sédio 0,1 M em pH 6,9.

Apos incubar por 5 minutos em estufa com temperatura de 37 °C, foi efetuada
a leitura inicial em absorbancia de 405 nm, e em seguida adicionou-se em cada
poco 100 pL da solucéo de substrato 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo.

A microplaca foi incubada entdo por mais 15 min e efetuou-se a segunda
leitura (leitura final). Como padréo utilizou-se a acarbose, e o céalculo da inibigdo é
dado atravées da equacao utilizando os programas Microsoft Excel 2010 e

OriginPro8:

absfing amostra — absyjciq amostra
% inibicao = 100 — ( final inicial ) 100

absfipqcontrole — absipicigicontrole
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4.2.4 ENSAIOS EM CELULA
4.2.4.1 ANTIOXIDANTE EM CELULA

4.2.4.1.1 CULTURA DE CELULAS

As células 3T3-L1 (fibroblastos embrionéarios) foram obtidas a partir do Banco
de Célula do Rio de Janeiro, Brasil, e mantidas em meio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina
(100 U.mLt) e estreptomicina (100 U.mLt). As células foram incubadas a 37 °C

numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO:..

4.2.4.1.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A producdo de ROS intracelular foi detectada utilizando o composto nao
fluorescente que permeia célula, diacetato de 2'7'-diclorofluoresceina (DCF-DA), tal
como descrito por Wolfe e Liu (2007). DCF-DA € hidrolisado por esterases
intracelulares e, em seguida, oxidado por hidroperéxidos no composto fluorescente,
2'-7'-DCF. Células 3T3-L1 foram cultivadas a uma densidade de 6.10* células / pogo
numa microplaca de 96 pogos em 100 uL. Apos 24 horas, o meio de crescimento foi
removido e os pogos foram lavados com PBS. Em seguida, uma solugdo a 10 uM de
DCFH-DA, dissolvido em tampédo de Hank (100 mL) foi adicionado aos pocos e
incubado durante 30 min a 37 ° C e 5% de CO2. As células foram inicialmente
lavadas com PBS (100 mL), em seguida EEP (100 mL) e as amostras foram
adicionados. A fluorescéncia foi imediatamente medida a um comprimento de onda
de excitagdo de 485 nm e comprimento de onda de emissao de 520 nm durante 60
minutos a intervalos de 5 min. Os controles com / sem DCFH-DA foram preparados
e submetidos a procedimentos analogos. O flavonoide quercetina, foi usada como

controle positivo da atividade antioxidante.
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4.2.4.2 CITOTOXICIDADE

Os testes de citotoxicidade foram realizados em parceria com a Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, sob supervisdo da Prof. Dra. Marne Vasconcellos.
4.2.4.2.1 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A citotoxicidade dos extratos para a linhagem celular de fibroblastos 3T3L1 foi
determinada pelo método de azul de Alamar, conforme descrito por Nakayama e
colaboradores (1997). O ensaio de azul de alamar é um ensaio colorimétrico que
envolve a reducdo celular de resazurina a resorufina. Resumidamente, as células
(5.103 células / pogo) foram cultivadas em placas de cultura de tecidos de 96 pocos
e expostas aos extratos durante 24, 48 e 72 h. Apés a incubacéo, a solucao de azul
de alamar (10 ul de 0,4 % azul de Alamar (resazurina) em PBS) foi adicionada e as
células foram incubadas durante 2 h a 37 °C. A fluorescéncia foi medida (excitacdo a
545 nm e emissdo a 595 nm) e expressa em percentagem por meio da subtracéo da
fluorescéncia das células de controle. Os ensaios foram realizados em triplicado.

4.2.4.3 AVALIACAO DO POTENCIAL HEMOLITICO

Foi utilizado sangue de camundongo (Mus musculus) diluido em 30 volumes de
solugéao salina (NaCl 0,85% + CaCl. 10mM). Esse sangue foi lavado 2 vezes em
solugéo salina por centrifugacao (5000 rpm/3min). Ao final das lavagens, foi utilizada
uma suspensdo de eritrocitos a 2%. Os experimentos foram realizados em placas
com 96 pocos, onde os dois primeiros pocos de cada fileira receberam 50 uL da
substancia teste. Do segundo po¢co em diante, adicionou-se 50 uL de salina em
todos e a partir dai foram feitas diluigbes de modo que a concentragédo fosse sempre
a metade da anterior. Depois de 1 h sob agitagdo constante a temperatura ambiente
(25°C), as amostras foram centrifugadas (5000 rpm/ 3 min), e a atividade hemolitica

foi medida pela absorbancia desses sobrenadantes em 450nm. A hemolise total foi
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induzida usando Triton X-100 1% (controle positivo), sendo esse tomado como valor

base para as medidas encontradas (Jimenez et al, 2003).

4.3 QUANTIFICACAO DE MOLECULAS BIOATIVAS

4.3.1 FENOIS TOTAIS

A determinacdo de fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteau, baseado no método de Singleton e Rossi (1965) com modificacbes, que
se fundamenta na reducdo do fosfomolibdato-fosfotungstato, a molibdénio, na
presenca de substancias fendlicas. Ha a formacdo de complexos de coloracao azul
que absorvem fortemente entre 620 e 700 nm. Aliquotas de 10 pyL das amostras
(concentradas em 1 mg/mL) foram transferidas para uma placa de 96 pocos.
Adicionou-se 50 uL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluido 1/10 em agua destilada)
e incubou-se por 8 min. Adicionaram-se entéo, 240 uL de carbonato de sdédio (0,4%

de Na2COs3) e apos 3 min, registrara-se a absorbancia em 620 nm.

A curva analitica foi construida nas concentragdes entre 0,26 a 33ug de acido
galico por mL de solucdo. O resultado foi expresso de duas formas, em percentagem
e como micrograma (ug) de EAG (equivalentes de acido gdlico) por 100 gramas

de extrato. Todas as andlises foram realizadas em triplicata

% Polifenéis = (AbSamostra /AbSpadrﬁo) x100

4.3.2 FLAVONOIDES TOTAIS
A quantidade de flavonoides totais foi determinado pelo método colorimétrico
segundo Chang et al. (2002) com modificacdes. A técnica baseia-se na medida da

absorbéancia, a 510 nm, do complexo formado entre o flavonoide e o aluminio,
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formando compostos de coloracdo amarelada. O Al** forma complexos estaveis com
os flavonoides em alcool, ocorrendo um desvio para maiores comprimentos de onda
(batocromico) e uma intensificacdo da absorcao.

Os extratos foram diluidos em DMSO na concentracdo de 1 mg/mL. Em
seguida foram-se adicionado 30 pL de cada extrato e 90 puL de etanol em cada
cavidade da microplaca. Adicionou-se em seguida 6 pL de cloreto de aluminio a
10%, 6 pL de acetato de potassio 1M e 168 pL de agua destilada. A placa foi entdo
incubada por 30 min em temperatura ambiente e, em seguida, foi feita a
determinacdo da absorbancia da leitura no comprimento de onda de 405 nm, em

leitor de ELISA.

Os resultados foram obtidos utilizando-se, primeiramente a diferenca das
absorbéancias das amostras e do padréo pela absorbancia dos respectivos brancos.
Logo apos foi determinada a concentragdo de flavonoides. A quercetina foi utilizada
como padréo e os resultados foram expressos em percentagem (%) de flavonoides

presentes nas amostras.

% ﬂavonOideS = (AbSamostra / AbSpadréo) X 100
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4.4 OTIMIZACAO DAS EXTRACOES DE FENOLICOS

As amostras de sementes de acai e bacuri foram recoletadas em maiores
guantidades e realizou-se a otimizacdo do meétodo de extracdo conforme o

fluxograma 3.

Bacuri Acai

Mesocarpo Epicarpo E. precatoria E. oleracea

Pronorcédo | etanol:aaua

100% 80% 50% 30%
| | | |
Sonicagao Maceracéo
Neutro Acido Quente Frio

Fluxograma 3: Metodologias de extra¢cfes utilizadas na otimizagcéo

4.4.1 SONICACAO

4.4.1.1 SOLVENTE NEUTRO

Adicionou-se o material vegetal, seguido da adicdo de etanol e extraiu-se em
ultrassom por 30 minutos. Apos a extracdo do material vegetal, a solucao foi filtrada
e o solvente evaporado em evaporador rotatério.
4.4.1.2 SOLVENTE ATIVO (ACIDIFICADO)
O material vegetal foi adicionado em etanol acidificado (10 pL de HCI 10% em 100

mL de solvente) e extraido em ultrassom por 30 minutos. Apos a extracdo do
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material vegetal, a solucdo foi filtrada e o solvente evaporado em evaporador

rotatorio.

4.4.2 MACERACAO

4.4.2.1 A FRIO

Adicionou-se o material vegetal e 0 solvente em um frasco ambar por um
periodo de 48 h horas em temperatura ambiente. Apdés a extracdo do material
vegetal, a solucéo foi filtrada e o solvente evaporado em evaporador rotatério. Foram
testados diferentes proporcdes de solventes (etanol 100% e etanol:agua nas

proporcdes de 80, 50 e 30%).

4.4.2.2 A QUENTE

Adicionou-se o material vegetal e 0 solvente em um frasco ambar e realizou-se
a extracdo a quente, em uma temperatura de 50 °C, por um periodo de 2 h sob
agitacdo com um bastéo de vidro. Apds a extracdo do material vegetal, a solucéo foi

filtrada e o solvente evaporado em evaporador rotatorio.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar o efeito do tipo de extracdo e do solvente, utilizou-se uma Analise
de Variancia Multivariada (MANOVA) baseada em um delineamento de experimento
fatorial com resposta multivariada, utilizando o fator 24, utilizando o fator técnica de
extracdo nos 04 niveis: maceracdo a quente (MQ), maceracdo em temperatura
ambiente (MF), sonicacdo com solvente neutro (SN) e sonicacdo com solvente
ativado (SA) e o fator solvente nos niveis solvente etanol e agua (EtOH:H20): 100%
(1:0), 80% (4:1), 50% (1:1) e 20% (1:4). A resposta multivariada € representada pela
terna: % rendimento, % de fendlicos, % de flavonoides, capacidade antioxidante
(ABTS™*) e Capacidade antioxidante (DPPH’). A MANOVA é desbalanceada, pois
foram obtidas trés medidas do percentual de rendimento e nove medidas de leituras

do percentual nos demais itens avaliados.

O modelo estrutural utilizado para o delineamento fatorial foi representado por

Yijk = u + 1 + Bk + yjk + €ijk

em que u = (UR, uFe, uFl) é o vetor de médias globais, i = (fR, tjFe, fjFI) mede o
efeito do j-ésimo método de extracdo, Bk = ( BkR, BkFe, BkFI) representa o efeito do
k-ésimo tipo de solvente, yjk = (yjkR, yjkFe, yjkFl) mede o efeito da interacéo
meétodo-solvente e €ijk representa o erro aleatério. As comparacdes de médias entre
0s niveis dos fatores (método, solvente e método-solvente), foram realizadas através

do teste de Tukey.



4.6 CARACTERIZACAO QUIMICA

4.6.1 METODOS ESPECTROMETRICOS

4.6.1.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS
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O perfil dos extratos brutos foi avaliado por espectrometria de massas. Os
extratos foram devidamente solubilizados em metanol de grau CLAE,
adicionados em placas cromatograficas de ultra eficiéncia e eluidas em duas
dimensdes. Os espectros foram adquiridos utilizando fonte electrospray (ESI) e
por dessorcao (DESI) acopladas a um espectrometro de massa de armadilha de
ions (LTQ, Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA). O programa Xcalibur 2,0
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, EUA) foi utilizado para aquisicdo e
processamento de dados. Utilizou-se fluxo de 3 mL/min. Os espectros de massa
foram adquiridos, tanto no modo negativo e quanto no positivo, com varredura
entre m/z 150 a m/z 950. A identificacdo dos ions foi realizada apds a obtencéo
das imagens utilizando dissociacdo induzida por colisdo (MS/MS) com energia de

colisdo entre 10 e 40.

4.6.1.2 IMAGEM DE PLACAS DE HPTLC

A imagem das placas de HPLTC foi realizada por continuamente a
digitalizacdo da superficie na diregéo x, a uma velocidade de superficie entre
400 e 600 mm/s, enquanto o tempo por linha estava entre 1,11 e 1,67 no
modo de varredura completa no intervalo 150-900. No final de cada direcao X,
o ciclo era reiniciado até que toda a area (4 centimetros x 4cm) tivesse sido
coberto. Este procedimento resultou em de cerca de 20.000 espectros de

massa
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4.6.2 METODOS CROMATOGRAFICOS

4.6.2.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

O comportamento cromatografico das amostras foi avaliada por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando placas cromatograficas de fase normal de gel
de silica para os extratos obtidos e suas fracdes. Os eluentes foram preparados
conforme a natureza da amostra visando a melhor separacdo cromatografica. Como
reveladores, foram utilizados luz ultravioleta (A= 254 nm e 356 nm), sulfato cérico,

vanilina sulfdrica, cloreto férrico e NP-PEG.

4.6.2.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Os compostos fendlicos e flavonoidicos foram separados numa coluna Synergi
Hidro C18 (4 mm, 150 cm x 4,6 mm, Phenomenex) em 0,7 mL/min de fluxo, com
temperatura da coluna de 29 °C, utilizando um gradiente linear de agua: &cido
férmico (99,5: 0,5, v/v) (solvente A) e acetonitrila: acido férmico (99,5:0,5, v/v)
(solvente B), como a fase moével em gradiente de A: B de 99:1 a 50:50 em 30 min,
depois de 50:50 a 1:99, em 15 min. Esta ultima razéo (1:99), foi mantida durante um
adicional de 5 min. Os fendlicos foram quantificados por comparacdo com padroes

externos, utilizando seis curvas analiticas pontuais (em triplicata).
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5.1 - RESIDUOS AMAZONICOS E SUAS BIOATIVIDADES

Os residuos das frutas Amazoénicas geradas como subprodutos das polpas sdo
produzidos em larga escala e geralmente possuem maior proporcdo de massa do
que a parte utilizada pela indastria. Ha espécies em que o percentual de polpa é
inferior a 15%, como é o caso do bacuri, acai, buriti, entre outros. H4 poucos
estudos caracterizando esses materiais e nos ultimos anos vém crescendo o
interesse no aproveitamento devido as pesquisas demonstrarem um elevado
potencial biolégico somado ao baixo custo destes subprodutos. A figura 20 ilustra

algumas frutas que foram objeto deste estudo.

Bacuri Cunuaclul

Figura 20: frutos amazdnicos

Os resultados dos rendimentos podem ser visualizados no grafico 3 e sdo descritos
na tabela 04.
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Gréfico 3: Rendimento dos extratos
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Os valores dos rendimentos variaram de 0,11 a 23,62%, tendo cada matéria
prima sua particularidade. Os maiores rendimentos foram encontrados na casca e
na semente de bacurizinho com 16,29 e 21,63%; na casca de guarana: 13,58%; e
na casca e na polpa de piquia, com 14,73 e 23,62%, respectivamente. Os menores
rendimentos foram encontrados nas sementes de acai (0,11%), acerola (0,5%) e

cascas de castanha (0,15%).

Tabela 04: Rendimento dos extratos (%).
Solvente extrator

Planta/parte Hidroalcéolico etandlico
Abiu (casca) 4,04 3,19
Acai do PA (semente) 0,97 4,24
Acai do AM (semente) 0,11 0,65
Acerola (semente) 0,5 4.3
Bacuri (semente) 4.8 NR
Bacuri (casca) 17,98 21,31
Bacurizinho (casca) 2,12 16,29
Bacurizinho (semente) 0,32 21,63
Birib4 (casca) 2,35 4,32
Buriti (casca da semente) 0,62 NR
Buriti (semente) 1,03 3,47
Carambola (semente) 2,77 5,9
Castanha do Brasil (casca) 0,18 2,26
Cupuacu (casca) NR 3,39
Cupui (casca) NR 4,43
Cupui (semente) NR 1,74
Graviola (casca) 2,43 1,22
Guarana (casca) 1,13 9,95
Inga (casca) 2,03 0,91
Ing4 (semente) 2,62 3,04
Piquia (casca) 14,73 11,76
Piquié (polpa) 22,72 23,62
Piguia (semente) 4,97 NR
Pupunha (sementes) NR 0,44
Tucuma (casca) 3 13,58
Uxi (casca) 0,66 9,31

NR = ndo realizado

Rendimentos altos como os de bacuri e piquia ndo sdo encontrados

comumente tanto em frutas, quanto em espécies vegetais. Os extratos de sementes
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encontrados nesse trabalho, como o de bacurizinho (21,63%) e de acai (4,24%)
também foram superiores aos reportados em outras sementes descritas na literatura,
como os extratos de sementes de limdo que apresentaram a média de 11,83% na
extracdo em etanol (Luzia e Jorge, 2010).

Os rendimentos nos extratos de cascas e sementes apresentam variacao

dependendo das classes de substancias presentes em cada extrato e do solvente
utilizado. Em um trabalho com residuos utilizando as cascas dos frutos de coco
(Cocos nucifera), rambutd (Nephelium lappaceum) e mangostdao (Garcinia
mangostana), os rendimentos dos extratos etandlicos foram de 5,8, 10,7 e 7,2%,
respectivamente. Porém, ao serem extraidos por solventes com gradiente crescente
de polaridade, o solvente mais polar, metanol, extraiu um rendimento superior ao
encontrado anteriormente, com 15,9, 25,5 e 18,8%, respectivamente (Khonkarn et
al., 2010).
Verifica-se com isso que as condi¢cdes de extracdo sao fatores muito importantes no
rendimento e podem interferir consideravelmente no resultado final. Para um melhor
aproveitamento, faz-se necessario uma programacdo tendo em vista parametros
como solvente, nimero de extragdes consecutivas e método de extragao.

Os extratos hidroalcoolicos apresentaram de forma geral, menor rendimento
gue os etandlicos. Um dos fatores que contribui € a metodologia de evaporacao do
solvente utilizado, aspersao. A evaporagao em “spray drier” € uma técnica muito
utilizada pela industria farmacéutica para formulacbes e de alimentos. O processo
mais conhecido € a desidratacdo de leite, caracterizando popularmente a maquina
como “maquina do leite em p6” (Gabites, Abrahamson e Winchester, 2010; Anwar et

al., 2013; Langrish e Premarajah, 2013).
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A secagem por aspersao consiste, basicamente, na atomizacéo do liquido em
um compartimento que recebe um fluxo de ar quente. A rapida evaporacao da agua
ou solvente hidroalcoolico permite manter baixa a temperatura das particulas, de
maneira que a alta temperatura do ar de secagem ndo afete demasiadamente o
produto. Esse método apresenta muitas vantagens como a producdo em larga
escala, a formacéo de um p6 solido, de facil aplicacdo em formulas cosméticas e em

encapsulamento (Nonhebel e Moss, 1971 apud Oliveira e Petrovick, 2010).

b o & : L -
Figura 21. Microfotografia de extrato seco por aspersdo de Maytenus ilicifolia 500 e 2000x (Soares,
2002).

As caracteristicas do pdé produzido em secadores por aspersdo dependem

principalmente das varidveis operacionais do secador (temperaturas de entrada e
saida do ar do secador) e da composicdo quimica do extrato. Nesse trabalho,
algumas matérias primas como 0 piquia, tucuma, castanha e bacuri apresentaram
um 6tima consisténcia, resultando em um soélido semelhante a figura 21. Porém nas
outras amostras como carambola, card e cupuagu formou-se um extrato

caramelizado, como pode ser visualizado na figura 22:

Figura 22: Extrato de carambola seco por aspersdo
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Um dos mecanismos para minimizar esse efeito € o uso de aditivos
promotores de secagem, procedimento indispensavel na secagem por aspersédo da
maioria das polpas de frutas, visto que esses materiais, por conterem alto teor de
acucares, sao propicios a caramelizagdo, inviabilizando o processo (Oliveira et al.,
2006). Nessa parte experimental ndo foram adicionadas nenhum aditivo, tendo em
vista que esse ndo era o objetivo deste trabalho. Estudos futuros que visem a
aplicacdo dos materiais que apresentarem resultados mais promissores poderao vir

a serem trabalhados mais detalhadamente nesta técnica.

5.2 ENZIMAS DIGESTIVAS

A tendéncia global de pessoas com obesidade vem crescendo e representa
uma grande ameaca a saude mundial, estando associada ao aparecimento de
diversas doencas cronicas, como a diabetes. O principal objetivo na busca por
drogas hipoglicemiantes e inibidoras de lipase é descobrir um agente eficiente que
seja seguro e que ndo apresente efeitos colaterais devido a sua toxicidade,
especialmente hepatotoxicicidade (Negri, 2005).

Um dos métodos utilizados nas pesquisas cientificas esta relacionado a
inibicdo das enzimas digestivas que hidrolisam os carboidratos. Dentre essas
enzimas estdo a amilase e a glicosidase. Muitas espécies de plantas e frutas tém
sido testadas experimentalmente com esse intuito. Neste trabalho foi realizada
avaliacao para trés enzimas digestivas e os resultados do potencial dos subprodutos
na inibicdo das enzimas amilase, lipase e glicosidase esta sumarizado nas tabela 5.

A a-amilase € uma enzima monomeérica que catalisa a hidrolise de ligacdes
glicosidicas a-1,4 do amido, glicogénio e outros carboidratos no processo digestivo

para posterior acdo das glicosidases, liberando aclUcares simples para serem

absorvidos nas membranas dos enterécitos, desempenhando importante papel no
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controle de niveis de glicose no sangue (Rhandir e Shetty, 2007). A reducdo da

absorcao de carboidratos na saude humana, pela inibicdo da amilase, pode ser uma

alternativa terapéutica no controle glicémico (Negri, 2005).

A atividade da inibicdo de a-amilase é avaliada por meio da formacao de

maltose resultante da acdo desta enzima sobre o amido presente no meio. A

maltose, um dissacarideo formado por duas moléculas de glicose (ligacdo a 1,4)

reduz o DNS (acido 3,5- dinitrosalicilico) formando um produto de cor caracteristica

cuja absorbancia maxima é determinada a 540 nm.

Tabela 5: Inibicdo enziméatica dos extratos

extratos hidroalcoolicos

extratos etanolicos

Amostra Amilase Lipase Glicosidase |Amilase Lipase Glicosidase
Abiu (casca) 72,84+0,76 | <1 <1 62,35+1,94 19,7844,35 |<1

Acai do AM

(semente) 48,80+1,10 | 24,43+2,56 |78,63+3,62 |66,50+1,31 13,03+7,19 |93,37+0,83
Acai do Para

(semente) 16,50+0,53 | 36,09+6,50 |89,42+0,97 |48,22+3,39 43,96+1,43 |94,44+0,52
Acerola (semente) 50,62+1,50 |<1 <1 80,27+1,39 17,80+1,05 |88,75+2,10
Bacuri (semente) 21,93+0,45 | 55,75+18,76 | 95,27+£0,09 |62,95+0,66 30,72+0,93 | 75,5946,13
Bacurizinho (casca) 53,64+1,54 |44,5948,74 |92,66+0,71 |14,65+0,17 26,10+4,91 |96,86+0,13
Bacurizinho

(semente) 41,54+0,98 | 4,43+3,44 74,17£2,52 |77,45+£2,05 51,67+3,76 |85,75+2,53
Biriba (casca) 48,45+1,57 | 39,60+2,37 |45,60+9,18 |21,27+1,38 52,41+7,07 |80,02+0,54
Buriti (casca da

semente) 46,11+0,40 | 27,04+9,17 |76,60+6,15 |60,69+1,68 18,00+0,66 |81,81+0,79
Carambola (semente) | 63,11+2,31 | 13,54+0,33 |28,77+0,57 |88,53+0,40 26,83+3,43 |65,81+7,18
Castanha (casca) 15,82+1,14 |41,53+2,58 |95,87+0,05 |13,55+0,53 42,38+4,71 |62,22+0,44
Cupuacu (casca da

semente) NR NR NR 69,23+1,20 11,31+2,34 |85,44+0,23
Cupuagu (casca) NR NR NR 51,33+1,41 36,97+1,14 |82,37+2,91
Cupui (casca) NR NR NR 13,50+0,71 48,00+0,75 |96,71+0,04
Graviola (casca) 77,00+0,34 | <1 <1 41,78+1,39 55,54+1,106 | 66,18+3,51
Guarana (casca) 47,65+0,90 |9,98+2,17 75,24+6,26 |57,42+1,66 1,21+4,98 <1

Inga (casca) 16,82+0,26 | 18,08+17,06 | 48,49+11,88 | 36,30+2,19 53,84+1,89 |89,21+0,35
Inga (semente) 56,70+0,88 | <1 <1 20,26+0,49 59,33+1,62 |90,18+0,64
Piguia (casca) 21,14+0,73 | 31,94+4,24 |69,89+0,41 |23,10+0,65 30,82+5,59 |59,67+7,26
Piquia (polpa) 19,76+ 0,6 |16,65+2,88 |64,21+2,55 |20,03+0,08 34,89+2,03 |46,40+0,51
Piquia (semente) 34,94+1,66 | 23,13+4,74 |25,21+4,03 |81,34+0,89 <1 54,84+4,52
Tucuma (casca) 21,76+2,10 | <1 25,85+14,24 | 79,27+3,09 23,25+2,52 [81,37+3,22
Uxi (casca) 53,563+1,81 | <1 44,78+23,20 | 92,56+2,85 37,71+4,69 |93,24+0,46
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Os extratos que apresentaram a maior capacidade de inibicdo foram os de uxi
(92,50%) e tucuma (79,27%) e as sementes de acerola (80,27%), bacurizinho
(77,45%) e carambola (88,53%). Os extratos em etanol apresentaram maior
potencial inibitério comparado com os hidroalcoolicos. Os maiores percentuais de
inibicdo podem ser verificados no grafico e na tabela 5.

Alguns compostos organicos estdo sendo associados a atividade inibitéria de
enzimas digestivas. Segundo Silva (2008), os inibidores nédo protéicos sao moléculas
de baixo peso molecular, como os compostos fendlicos. Segundo Salunkhe et al.
(1990), os fendis interagem com as proteinas formando complexos, possivelmente
responsavel pela inibicdo. Dessa forma, esses dados corroboram com os resultados
para as amostras que apresentaram a maior capacidade de inibicdo neste trabalho,

ja que estas apresentaram maiores teores de fendlicos totais.

% de inibicao da a-amilase
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M hidroalcéolico ™ etandlico

Gréfico 4 : Percentagem de inibigdo de a-amilase em concentragdo de 100 pg.mL™.

Poucos estudos estao disponiveis na literatura sobre a atividade inibitéria de a-
amilase em frutos e residuos. No trabalho de Correia (2004), observou-se que 0s

extratos fendlicos produzidos a partir de residuos de abacaxi demonstraram acgéo
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anti-amilolitica. Em um estudo similar, com residuos de abacaxi e goiaba, ambos
apresentaram capacidade de inibir completamente a agdo da enzima a a-amilase
(Souza, 2009)

A inibicdo da enzima a-amilase e a-glicosidase mostra-se uma estratégia
interessante para o controle de hiperglicemia e obesidade através da reducdo da
quebra do amido e da absorcdo da glicose no intestino (Kwon et al., 2006). A
inibicdo de glicosidase baseia-se na acdo desta enzima sobre um substrato sintético,
p-nitrofenil-a-D-glicosideo, que, ao ser hidrolisado, libera o cromoforo p-nitrofenil. A
enzima lipase esta envolvida no metabolismo dos lipidios e sua inibicdo promove
uma reducdo na absorcdo de triglicerideos, ocasionando diminuicdo do
aproveitamento caldrico e perda de peso (Friedman;Brandon, 2001).

Alguns estudos abordam a inibicdo conjunta das enzimas a-amilase e a-
glicosidase. Extratos fendlicos de berinjela (Solanum melongena) mostraram
elevada atividade inibitéria da a-glicosidase seguida de moderada inibicdo da a-
amilase (Kwon et al., 2008). Neste trabalho, as correlacdes entre as atividades foram
heterogéneas. Entre as inibi¢cdes, a inibicdo da a-amilase foi mais proporcional a
inibicao da a-glicosidase que a lipase. A comparacdo pode ser verificada no grafico
5. A inibicdo da enzima a-glicosidase foi elevada para as amostras de sementes de
acai e bacuri e para os extratos de cascas de castanha, biriba e inga, com
percentagem superior a 80%.

Alguns estudos descrevem as cascas de frutas como uma boa alternativa para
o estudo da inibicdo de enzimas digestivas. As cascas de bacuri, bacurizinho e cupui
apresentaram inibicao superior a 95% na enzima glucosidase corroborando com os
resultados na literatura para outros frutos. A jabuticaba (Myrciaria cauliflora), fruta

tipicamente brasileira, rica em antocianinas presentes nas cascas, demonstrou
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elevada capacidade inibitéria sobre enzimas digestivas. O extrato de cascas de uva
Norton inibiu a atividade de a-glicosidase e a ingestdo oral desse extrato reduziu a

glicemia poés-prandial em ratos, sugerindo um efeito anti-diabético (Zhang et al.,

2011).
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Gréfico 5 : Percentagem de inibicdo das enzimas digestivas em concentragcao de 100 pg.mL1.

5.3 TIROSINASE E COLAGENASE

Nenhuma amostra apresentou inibicdo maior do que o indicado como uma boa
atividade inibitéria para enzimas (acima de 50%). Os resultados podem ser
verificados na tabela 6.

Os extratos hidroal6olicos de casca de piquia (35,15%), casca e semente de
inga (23,54 e 24,87%), casca de uxi (24,78%) e os etanolicos, casca de castanha do
Brasil (23,31%) e casca de piquia (30,60%) foram os extratos que apresentaram
maiores percentagens de inibicdo da enzima tirosinase e nenhuma das amostras

apresentou atividade de inibicdo da enzima colagenase.



Tabela 6 : Percentagem de inibicdo das enzimas teciduais dos extratos.

Amostra hidroalcoolicos etandlicos
Abiu (casca) 12,43+2,31 14,93+1,89
Acai do AM (semente) 16,91+0,84 14,16+0,84
Acai do Para (semente) 14,83+5,00 23,25+1,89
Acerola (semente) 16,84+5,34 19,96+0,64
Bacuri (casca) 18,49+1,56 18,79+2,62
Bacurizinho (casca) 5,7046,25 <1
Bacurizinho (semente) 14,55+4,18 <1
Biriba (casca) <1 <1
Buriti (casca da semente) 16,89+3,98 18,90+4,16
Buriti (semente) 19,86+5,83 3,69+7,04
Carambola (semente) 20,68+1,20 11,45+2,70
Castanha do Brasil (casca) <1l 23,31+5,23
Cupuacu (casca) <1 21,14+0,91
Cupui (casca) <1 17,4541,11
Cupui (semente) 13,69+7,04 17,50+0,91
Graviola (casca) 24,37+2,37 <1
Guarana (casca) 14,12+6,33 <1
Inga (casca) 23,54+2,06 <1
Inga (semente) 24,87+1,98 <1
Piqui& (casca) 35,15+1,98 30,60+2,64
Piquia (polpa) 26,97+3,57 22,46+3,21
Piguia (semente) 18,86+5,13 <1
Tucuma (casca) 19,65+4,90 17,28+2,31
Uxi (casca) 24,78+2 47 7,26+1,51
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5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Diversos compostos presentes nos frutos, como os polifendis, sdo descritos
como capazes de matar ou inibir 0 crescimento de microorganismos. Essas
caracteristicas sdo relevantes, principalmente em areas tropicais, como a regido
amazobnica, onde as condicbes climaticas propiciam o maior crescimento dos
microorganismos (Jobim et al., 2013). Nesse trabalho foram selecionadas 30 cepas
(tabela 7) para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos.

Tabela 7: Lista dos microorganismo testados.

cadigo Microorganismo
ATCC 12022 Shigella flexneri
Salmonella enterica subsp. Enterica sorovar

ATCC H9812 Braenderup
ATCC 33090 Listeria inocua
ATCC 15313 Listeria monocytogenes
ATCC 19112 Listeria monocytogenes
ATCC 19117 Listeria monocytogenes
ATCC 14458 Staphylococcus aureus
ATCC 12598 Staphylococcus aureus

ATCC 8095 Staphylococcus aureus
ATCC 29213 Staphylococcus aureus
ATCC 12600 Staphylococcus aureus
ATCC 13813 Streptococcus agalactiae

ATCC 903 Streptococcus parasanguinis

ATCC 9809 Streptococcus gallolyticus
ATCC 10557 Streptococcus oralis (Streptococcus sanguis)
ATCC 7953 Geobacillus stearothermophilus
ATCC 12344 Streptococcus pyogenes
ATCC 14506 Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis)
ATCC12228 Staphylococcus epidermidis
ATCC27851 Staphylococcus sunulans
ATCC 29971 Staphylococcus xylosus

UFPEL Staphylococcus intermedius

Os halos de inibicdo foram moderados e ndo ultapassaram o diametro

encontrado para o padrao (imipenem). Os valores mais préximos foram para o0s



extratos de piquia (casca e polpa) ao inibirem a bactéria Enterobacter cloacae, com

halo de 19 mm e 20 mm, respectivamente, tendo o padrao, 23 mm (figura 23).

Tabela 08: Atividade antimicrobiana dos extratos.

Extrato Microorganismo sensivel Halo Imipenem (padrdo)
Bacuri (casca) Shigella flexneri 13mm 24mm
Bacurizinho (casca) Bacillus subtilissubsp. subtilis 12mm 39mm
Bacurizinho (semente) Bacillus subtilissubsp. subtilis 12mm 39mm
Bacurizinho (semente) Streptococcus agalactiae 15mm 20mm
Castanha do Brasil (casca) | Bacillus subtilissubsp. subtilis 12mm 39mm
Pigui& (casca) Enterobacter cloacae 19mm 23mm
Piquia (casca) Shigella flexneri 17mm 24mm
Pigui& (polpa) Enterobacter cloacae 20mm 23mm
Piquia (polpa) Shigella flexneri 15mm 24mm

O extrato da casca de castanha do Brasil apresentou uma pequena inibicao
para o Bacillus subtilis subsp. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana da améndoa
dessa espécie, no trabalho reportado por Buratto et al. (2011) o extrato etandlico
também ndo foi capaz de inibir o crescimento das cepas de bactérias,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans, semelhantes aos resultados

encontrados.

Enterobacter cloacae

Bacillus subtilissubsp. subtilis

polpa @casca

Shigella flexneri

i

I piqui (ca ® bacurizinho (semente) ‘
Figura 23: Atividade antlmlcroblana pelo método de difuséo
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Para a inibicdo de Bacillus subtilis subsp subtilis, os melhores resultados dos
extratos foram inferiores a 50% do que o de referéncia, demonstrando que é
necessaria uma concentracdo muito alta de amostra para que aconteca a inibicéo.
Os extratos que apresentaram inibicdo superior a 50% em comparacdo com O
padrao, tiveram suas concentracdes inibitdrias minimas (CIM) avaliadas.

As amostras ndo apresentaram atividade em comparacdo com 0s critérios
sugeridos por Holetz et al. (2002) (tabela 9), em que os extratos vegetais que
apresentam atividade antimicrobiana em concentracbes acima de 500 pg/mL
possuem atividade fraca, sendo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento
de infec¢Bes bacterianas ou fungicas.

Tabela 9: Critério de avaliagdo da atividade antimicrobiana.

CIM DO EXTRATO RESULTADO
Abaixo de 100 pg/mL Boa atividade antimicrobiana
Entre 100 e 500 ug/mL M Moderada atividade antimicrobiana
Entre 500 e 1000 pg/mL Fraca atividade antimicrobiana
Acima de 1000 pg/mL Inativo

Fonte: Holetz et al. (2002).
Em nenhuma das amostras, a concentracdo capaz de inibir foi inferior a 1

mg/mL. Os valores de CIM estapresentados na tabela 10 e ilustrados na figura 24.
Dessa forma, presume-se que 0s extratos ndo possuem efeito antimicrobiano para
esses microorganismos avaliados ou contenham constituintes antibacterianos em
concentracdes baixas, insuficientes para serem considerados efetivos.

Ha muitas espécies de microorganismos patoldgicos que ao decorrer do tempo
acabam tornando-se resistentes. A forma como acontece o cultivo, a linhagem
utiizada e a forma de preparo da técnica sao fatores que influenciam
consideravelmente o resultado final e que podem apresentar algumas divergéncias

entre os resultados descritos na literatura.
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Figura 24: llustracdo da andlise da CIM dos extratos.

Tabela 10: Valores das concentra¢des inibitérias minimas dos extratos.

Extrato Micro-organismo sensivel CIM Imipenem (padréo)
Bacuri (casca) Shigella flexneri > 1mg/mL 0,0625mg/mL
Piquia (polpa) Enterobacter cloacae 1mg/mL 0,03125mg/mL
Piguia (polpa) Shigella flexneri > 1mg/mL 0,0625mg/mL
Piqui4 (casca) Enterobacter cloacae 1mg/mL 0,03125mg/mL
Piquia (casca) Shigella flexneri > 1mg/mL 0,0625mg/mL

Os resultados encontrados para os extratos da casca de graviola foram
similares aos descritos por Silva (2011), em que o0s extratos hidroalc6olicos e
aquosos das folhas, cascas e frutos mostraram-se ineficientes frente aos
microorganismos E. coli, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. Porém, no trabalho
de Vieira et al. (2010), avaliando o potencial bactericida de extratos da casca de
graviola frente aos mesmos microorganismos aqui testados S. aureus, E. coli e S.
enteretidis e um diferente, Vibrio cholerae, mostraram que o0s extratos aquosos
apresentaram efeito bactericida frente a S. aureus e Vibrio cholerae. Esses autores
encontraram resultados diferentes aos encontrados neste estudo, porém este fato
pode estar associado a metodologia de extragao.

A caracterizacdo da atividade antimicrobiana de plantas em busca de novas
substancias, a partir de fontes naturais, que ajudem a combater a resisténcia
microbiana € bem reportada na literatura. No trabalho realizado com folhas de

plantas utilizadas na medicina popular da Amazonia, os extratos de Psidium guajava
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(goiabeira), Bryophyllum calycinum (pirarucu), Uncaria guianensis (unha de gato),
Arrabidaea chica (pariri) e Mansoa alliacea (cipd d’alho) apresentaram atividades
moderadas e forte frente a S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans (Ribeiro,
2008). Os dleos de sementes de acai (Euterpe oleraceae) e casca de duas espécies
de pupunha (Bactris gasipaes e Bactris dahlgreniana) apresentaram efeito inibitorio
frente a Staphylococcus aureus (Mendonca Filho e Pereira, 2012).

A presenca da atividade antimicrobiana majoritariamente em substancias de
baixa polaridade é uma das explicacdes para os resultados encontrados. Muitos
trabalhos reportam essa atividade para 0leos fixos, essenciais e resinas (Packer e
Luz, 2007). Um dos produtos naturais utilizados popularmente é o 6leo de copaiba,
gue segundo a literatura, possui capacidade de inibir o crescimento das bactérias,
fungos e protozoarios (Leandro et al., 2012; Izumi et al., 2012; Deus et al., 2011).

A procura por produtos naturais antimicrobianos € uma das tendéncias
mundiais das industrias de alimentos, farmacéutica e cosmeética, tendo em vista um
aumento de infecgdes e 0 aparecimento de resisténcia microbiana. Dessa maneira,
torna-se importante a busca continua de novos agentes antimicrobianos que sejam
eficazes e econdmicos para combater infec¢gées por microrganismos patogénicos.

Embora neste trabalho ndo tenha sido detectado a presenca de inibicdo em
baixa concentracdo para os microorganismos testados, isso nao significa que esses
extratos ndo sejam ativos, pois segundo alguns artigos disponiveis na literatura, ha
um amplo espectro de microorganismos que sao seletivos e dependendo da parte
do material vegetal, solvente utilizado e técnica de extracdo, podera haver um
aumento da atividade (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Assim, o fracionamento e
diferentes técnicas de extracdo dos extratos que apresentaram alguma capacidade

inibitoria seria recomendado para trabalhos futuros envolvendo esses subprodutos.
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5.5 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS: FENOLICOS E
FLAVONOIDES TOTAIS

Ha um crescente interesse nos compostos fendlicos, principalmente pelas
correlagbes que esse grupo apresenta com atividades biolégicas. Entre os métodos
de quantificacdo, o espectofotométrico € uma das técnicas mais comumente
empregadas para estimar o conteudo de polifendis e flavonoides totais devido a
capacidade de absor¢éo na regido ultravioleta.

Nesse trabalho, o contetdo de fendlicos e flavonoides totais nos residuos de
frutas foi quantificado espectrometricamente e resultou em uma variagdo ampla,
conforme a matéria prima analisada. As espécies que apresentaram maiores
percentuais de fendlicos totais foram: casca de piquia, sementes de acai, casca de
bacuri, casca da semente de castanha do Brasil e casca de ing4, tanto nos extratos
etandlicos, quanto hidroalcodlicos. Os valores mais significativos podem ser
observados no gréfico 6.

O piquid demonstrou a maior percentagem de substancias fendlicas. Os
extratos das cascas do fruto apresentaram maiores quantidades de fendlicos (50,57
e 46,34%) e um namero consideravel de compostos flavonoidicos (4,56 e 4,09%) em
extrato etandlico e hidroalcoolico respectivamente. A quantidade de substancias
fendlicas encontrada na casca foi maior do que a encontrada em polpas de outras
frutas que séo utilizadas como alimento pela populagdo, como a banana, o caja e a
goiaba, e com polpas e residuos de outras frutas tropicais (Barreto et al., 2009;
Rufino et al, 2011; Clerici et al., 2011).

Devido as espécies serem originadas de familias distintas, o0 comportamento
da extracdo em diferentes solventes foi heterogénea. Observou-se que em alguns

extratos o percentual de fendlicos totais foi maior no solvente etanolico, como no
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caso de piquia, bacuri e acai. Em outros, o solvente hidroalcoolico apresentou maior
percentual, como em ingd4, castanha e tucuma. Essa diferenca pode ser explicada
devido a polaridade das substancias fendlicas presentes. A diferenca na polaridade
destas pode estar relacionada a presenca de hidroxilas, cadeias carbénicas mais
curtas, entre outras. Tais caracteristicas também refletem-se na percentagem de
substancias flavonoidicas. O resumo dos resultados das andlises antioxidante e da
determinacao de fendis e flavonoides totais é apresentado nas tabelas 11 e 12.

Grafico 6: Percentual de fenolicos e flavonoides totais dos extratos.
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A semente de acai do Para (Euterpe oleracea) também apresentou elevada
guantidade de substancias fendlicas, superiores ao descrito para a polpa, com
valores de 229,26+9,32 e 371,89+23,95 mg EAG/ g de amostra e com percentual de
28,78+0,88 e 36,59+1,13% nos solventes hidroalcéolico e etandlico respectivamente.

A demanda da polpa de acai vem crescendo consideravelmente nos ultimos

anos. Sua utilizacdo vai desde o consumo como bebida energética até a producao
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de cosméticos e estd ganhando o mercado internacional. A presenca de substancias
fendlicas, principalmente antocianinas, é bem reportada na literatura e apresenta
diversas atividades biologicas (Yamaguchi et al., 2015)..

A semente € descartada nos rios e florestas e alguns agricultores as utilizam
como adubo organico, porém de forma empirica, sem estudos cientificos. A
presenca de uma elevada quantidade de substancias fendlicas pode ser uma
alternativa para a cadeia produtiva de acai devido ao leque de utilizacdo que esta
classe apresenta.

Outras espécies ricas em substancias fendlicas e flavonoidicas foram os dois
bacuris (bacuri e bacurizinho). Embora apresentem nomes semelhantes, séo
originados de diferentes familias botanicas. Em ambos os casos, a percentagem de
substéancias fendlicas foi superior na semente que a detectada na casca.

O oposto aconteceu com piquid, inga e cupui, onde o percentual fendlico foi
superior na casca que na semente, semelhante ao descrito por Roesler e
colaboradores (2007) com uma espécie do mesmo género do piquia, o pequi
(Caryocar brasiliense) onde as fracbes que apresentaram maior conteldo de
compostos fendlicos também foram as cascas, em comparacdo tanto com a
semente quanto com a polpa utilizada para consumo, o que assemelha-se ao
encontrado para os residuos deste trabalho.

Os fenolicos estdo envolvidos na formacgédo de lignina, polimero presente na
parede celular de plantas, fato que explica sua abundancia em sementes e cascas
de frutas, bem como em caules e folhas de vegetais (Morton et al., 2000). Estudos
tém relatado que frutos sé@o fontes de substancias fendlicas e que as cascas e as

sementes podem ser uma alternativa para a utilizacao.



Tabela 11: Resumo dos testes espectrofotométricos dos extratos hidroalcoolicos (6:4 etanol:agua), na propor¢éo 10% (m/v).

fenois fenois flavonoides DPPH DPPH (%) LPO ABTS ABTS (%)

Amostra (%) mMgEAG/g (%) (um/mL) 100 pg/mL (%) (ng/mL) 100 pg/mL
Abiu (casca) 4,80+0,67 <1 1,86+0,76 >200 6,09+0,62 <1 >200 6,13+0,19
Acai do PA (semente) 28,78+0,88 | 229,26+9,32 | 3,29+0,14 15,33+0,08 |78,76+1,99|16,04+1,06 | 12,33+0,08 71,47+1,76
Acai do AM (semente) 6,77+0,29 <1 3,10+0,13 | 108,50+0,39 |46,55+3,99 | 3,87+0,09 | 36,81+0,25 70,40+2,69
Acerola (semente) 12,09+3,98 | 45,01+1,34 3,55+0,06 | 132,14+8,62 | 32,03+0,67 <1 58,95+1,29 64,34+0,97

Bacuri (semente) 10,83+0,18 | 40,06+1,97 8,69+0,72 55,61+0,94 |68,12+0,68| 9,661993 | 40,48+1,54 |68,26+1,73

Bacuri (casca) 8,720, <1 474,14+0,31| 108,21+9,42 |47,38+1,74|10,62+0,92 | 80,73+2,04 |59,63+3,94
Bacurizinho (casca) 8,27+1,35 <1 5,90+0,48 67,24+4,26 |54,12+0,70| 4,82+0,40 | 79,41+4,68 |62,50+2,449
Bacurizinho (semente) 11,18+0,09 | 14,68+1,34 9,09+1,85 86,44+3,28 |58,36+1,06| 9,13+1,62 | 66,36+1,88 71,51+1,47
Biriba (casca) 4,40+0,17 <1 1,82+0,05 >200 20,77+2,05 <1 >200 27,37+0,83
Buriti (casca da semente) |10,47+0,40 <1 2,63+0,14 95,40+1,97 |49,21+1,38 <1 52,68+1,13 62,69+0,70
Buriti (semente) 8,43+0,33 <1 1,80+0,10 >200 13,11+1,13 <1 192,49+11,80 | 28,24+1,61
Carambola (semente) 5,05+0,76 <1 2,15+0,19 |156,88+13,78|39,62+2,04 <1 125,12+7,51 39,081,85
Castanha do Brasil (casca) | 11,16+£0,42 | 40,32+3,71 4,49+0,12 >200 49,31+4,11 | 8,40+0,31 | 46,76+1,01 44,41+0,77
Graviola (casca) 5,80+0,09 <1 2,21+0,19 >200 17,07+0,39 <1 >200 14,08+1,22
Guarana (casca) 7,29+0,98 2,27+0,12 2,41+0,06 97,77+5,55 |48,21+2,78 <1 61,96+1,77 63,94+3,63
Ing& (casca) 16,89+0,91| 93,63+3,70 | 2,91+0,08 | 29,98+0,62 |75,68+0,85| 1,12+1,02 | 21,32+0,15 | 68,45+1,03
Inga (semente) 5,51+0,90 <1 1,51+0,05 >200 5,16+0,18 <1 >200 14,42+1,07
Piquia (casca) 46,34+2,58 | 415,33+4,17 | 4,09+0,16 8,52+0,37 |81,52+0,45|30,98+0,35| 5,45+0,04 85,85+0,34
Piquia (polpa) 50,38+2,21 | 466,59+2,73 | 5,73+0,02 8,48+0,49 |81,71+0,36 |27,53+0,50 | 4,43+0,06 85,64+0,03
Piquia (semente) 10,07+0,83 | 35,09+1,03 2,54+0,16 62,64+2,42 |55,64+1,73 <1 29,80%0,24 71,29+0,20
Tucuma (casca) 9,84+0,41 | 29,26+1,39 3,23+0,17 47,56+0,17 |69,17+0,32|11,72+1,47 | 19,76+0,52 75,36+0,37
Uxi (casca) 8,52+1,70 <1 1,97+0,05 | 167,61+5,34 |38,12+0,68 <1 72,84+1,93 63,12+2,14
padréo 100 985,65+40,93 100 5,57+0,02 |90,63£3,73 | 54,70+0,76 - 6,13+0,19
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Tabela 12: Resumo dos testes espectrofotométricos dos extratos em etanol, na proporgdo 10% (m/v).

82

fenois fenois flavonoides DPPH DPPH LPO ABTS ABTS (%)
Amostra Rendimento (%) mMgEAG/g (%) (um/mL) (%) (%) (um/mL)

Abiu (casca) 3,19 5,24+0,19 <1 2,02+0,03 >200 5,58+0,28 | 7,91+0,14 >200 1,45+0,12
acai do PA (semente) 4,24 36,59+1,13|371,89+23,95 | 3,26+0,21 | 9,25%1,74 |80,62+0,83| 8,21+1,61 | 11,15+2,48 | 71,10+0,52
acai do AM (semente) 0,65 7,33+0,08 | 2,71+0,09 | 3,54+0,30 | 57,84%3,96 |71,48+4,05 <1 46,40+1,01 | 45,72+0,42

Acerola (semente) 4,3 5,58+0,72 <1 3,33+0,24 >200 36,57+1,40 <1 52,32+4,09 63,72+6,62
Bacuri (casca) 11,31 15,19+0,66 | 85,74+7,04 | 8,39+1,31 | 22,49+0,66 |72,43+0,51|11,58+1,08| 22,56+0,86 74,99+0,23
Bacurizinho (casca) 16,29 10,03+0,71| 31,23+0,75 | 7,22+0,77 | 124,16+3,81 |47,72+0,56 | 24,90+2,07 | 125,21+7,37 | 59,69+0,29
Bacurizinho (semente) 21,63 11,54+0,63 | 47,63+0,67 | 8,45+0,29 | 25,53+0,52 77,39+46 | 8,25+0,49 | 58,00+0,58 66,04+2,52
Biriba (casca) 4,32 4,14+0,04 <1 2,31+0,27 >200 29,73+0,80| 8,74+0,15 >200 19,17+0,70

Buriti (casca da semente) 3,47 7,40%0,20 3,44+0,21 2,33+0,37 | 91,47+2,82 |57,89+3,64 <1 68,51+6,60 55,28+4,09
Carambola (semente) 59 4,39+0,16 <1 2,17+0,05 >200 22,87+1,87 <1 >200 15,36+0,43
Castanha do Brasil (casca) 2,26 5,52+0,02 <1 2,52+0,16 | 93,78+13,22 |40,79+2,38 <1 170,76+8,6 | 36,82+2,54
Cupuagu (casca ) 8,39 3,62+0,29 <1 1,95+0,12 | 85,17+2,77 |48,10+4,10 <1 84,90+0,92 | 44,47+0,27
Cupui (semente) 4,43 6,47+0,32 <1 3,03+0,24 | 91,31+5,53 |51,36+0,38 <1 65,33+1,44 69,71+5,58
Cupui (casca) 1,74 6,85+0,11 <1 2,31+0,04 | 113,02+0,77 | 47,97+0,92|12,10+0,31| 63,85+0,45 71,46%5,56
Graviola (casca) 1,22 4,36+0,35 <1 2,63+0,19 >200 20,57+1,14 <1 >200 20,82+1,75
Guarana (casca) 9,95 10,36+0,27 | 35,18+2,91 | 2,78+0,62 >200 29,49+1,28 <1 >200 19,30+0,47

Inga (semente) 3,04 11,53+0,27 | 47,02+2,94 | 5,07+£0,14 >200 12,98+0,25| 1,85+0,35 | 167,78+3,41 | 16,06+1,71

Inga (casca) 0,91 13,34+0,62 | 66,11+6,50 | 2,17+0,13 | 43,46+1,24 |64,18+1,47 <1 48,56+1,79 64,54+4,30

Piqui& (casca) 11,76 50,57+2,96 | 452,39+15,19 | 4,59+0,12 7,81+0,34 |82,63+1,34|19,98+0,43| 3,93+0,12 92,92+0,20

Piquia (polpa) 23,62 53,51+2,37 | 491,71+8,67 | 4,91+0,27 7,95+0,27 |81,93+1,57|10,39+0,38| 4,34+0,29 92,76+0,31

Pupunha (semente) 4,48 4,61+0,29 <1 2,78+0,24 | 117,31+2,73 |41,82+0,51 <1 >200 28,59+1,41
Tucuma Coari (casca) 13,58 6,95+0,15 <1 2,87+0,50 | 99,97+3,72 |49,06+0,51 <1 >200 22,16+1,29
Uxi (casca) 9,31 5,1040,71 <1 1,98+0,04 >200 29,78+0,62 <1 >200 14,95+0,81
padréo - 100 985,65+40,93 100 5,57+0,02 |90,63+3,73|54,70+0,76| 3,19+0,12 96,71+5,58




5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

As diferentes metodologias para determinacdo da capacidade antioxidante
podem estar sujeitas a interferéncias, por isso atualmente preconiza-se a utilizacao
de duas ou mais técnicas, visto que nenhum ensaio utilizado isoladamente para
determinar a capacidade antioxidante ira refletir exatamente a “capacidade
antioxidante total” de uma amostra (Huang et al., 2005). A avaliacdo da atividade
antioxidante dos subprodutos foi realizada por meio da varredura dos radicais livres
DPPH e ABTS e pelo método B-caroteno. Os resultados dos maiores percentuais
dos radicais estéo ilustrados nos graficos 7 e 8.

Gréfico 7: Capacidade de varredura dos radicais ABTS dos extratos
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As amostras apresentaram uma alta capacidade de sequestrar os radiais livres,
com uma baixa concentracdo capaz de estabilizar (Capacidade sequestro CSso)
50% dos radicais, destacando-se as amostras de piquia, acai, bacuri, bacurizinho e
castanha do Brasil.

Os extratos dos residuos apresentaram maior capacidade de sequestro do

radical DPPH quando extraidos com etanol do que em meio hidroalcoolico. Em
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polpas de frutas congeladas (acerola, bacuri e caja) verificou-se que os extratos
hidroalcoolicos apresentaram maior capacidade de sequestro do radical DPPH que
os encontrados em extrato aquoso (Vieira et al., 2011). Dessa forma, presume-se
que as substancias responsaveis pela estabilizacdo desses radicais apresentem

menor polaridade comparada com o solvente aquoso.

Grafico 8: Capacidade de varredura dos radicais DPPH dos extratos
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A atividade antioxidante dos extratos de piquia foram maiores nos extratos
etandlicos e apresentaram resultados proximos ao do padrédo quercetina. Nao ha
trabalhos envolvendo a quantificagdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante das cascas e sementes de piquia, sendo este um trabalho inédito. Este
resultado corrobora com os trabalhos anteriores, porem com a polpa, em que esta
apresentou elevada capacidade de sequestrar outras espécies reativas: de oxigénio
(ROS) e de nitrogénio (RNS) (Chisté et al., 2012).

Os métodos de DPPH e ABTS baseiam-se na habilidade redutora dos

antioxidantes, presentes nas amostras, sobre os radicais por meio de transferéncia
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de elétrons, a qual é mensurada por meio do decréscimo da absorbancia. Diferente
dos outros dois métodos, o do [B-caroteno determina a capacidade de um
antioxidante de proteger um substrato lipidico da oxidacao.

A maioria das amostras apresentaram baixa capacidade antioxidante por meio
do descoramento do [3-caroteno comparadas com 0s outros dois testes. O resultado
do método do B-caroteno pode ser ilustrada no grafico 9. O extrato de casca piquia
destacou-se por apresentar uma capacidade de inibicdo do descoramento do B-
caroteno maior que a de todas as outras amostras. Casca e sementes de cupui, que
ndo se mostraram muito eficientes nos outros métodos, apresentaram valores
consideraveis.

Grafico 9: Atividade antioxidante pelo método de [3-caroteno
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De forma geral, houve uma correlacdo significativa entre os valores de
capacidade antioxidante determinados pelos métodos antioxidantes e a
quantificacdo de substancias fendlicas (método Folin Ciocalteu) (grafico 10). Esta
correlacdo deve-se devido ao fato de ambos apresentarem mecanismo de acao

semelhantes (transferéncia de elétrons).
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Os resultados obtidos por meio do método de descoramento de -caroteno néao
mostraram correlacdo significativa com os obtidos pelos outros dois métodos.
Apesar deste método também estar baseado na transferéncia de atomos de
hidrogénio do antioxidante para os radicais livres formados, esta reacdo ocorre em
meio lipofilico, e isto pode afetar significativamente a atuacdo dos antioxidantes
presentes nas amostras (Gongalves, 2010).

Gréfico 10: Correlacdo da atividade antioxidante (DPPH) e fenois totais
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Oliveira e colaboradores (2009) publicaram uma revisdo abordando a utilizacao
de compostos antioxidantes, (principalmente polifendis) de residuos industriais e da
agroindustria, nos quais identificaram importantes antioxidantes em materiais que
inicialmente eram descartados e que atualmente estdo sendo utilizados pela
indUstria como casca de cenouras tomates, mangas e de batatas.

Verifica-se que estas partes geralmente sdo descartadas pela populacéo,
tornando-se lixo organico, mas que apresentaram uma elevada capacidade
antioxidante. A possivel utilizacdo destes materiais pode aumentar sua utilizagéo e
animar estudos biotecnologicos que visem a utilizacdo integral destes frutos e
estudos mais aprofundados sobre a atividade antioxidante, jA& que processos

oxidativos estdo sendo relacionados a diversas patologias.
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A partir dos resultados in vitro, reuniu-se os dados da quantificacao
espectrométrica e da capacidade antioxidante, resultando no artigo “AMAZON
BIOREFINARIES FROM FRUIT WASTE TO ANTIOXIDANT SUPPLEMENTS”. No

ANEXO 4 pode-se encontrar o resumo desse trabalho.

5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM CELULA

Foram selecionados dez extratos para a andlise da atividade antioxidante em
células. Os resultados da atividade em células confirmaram os resultados
encontrados na atividade antioxidante in vitro e na quantificacdo das biomoléulas,
em que as amostras de piquid (casca, semente e polpa), bacuri (casca) e
bacurizinho (casca) foram os resultados mais proximos do padréo (quercetina).

Tabela 13: Percentagem da atividade antioxidante em linhagem celular dos extratos
em concentracdo de 20 pg/mL

Amostra % Inibicdo
bacuri (casca)? 84,30 + 0,25
bacuri (semente) ? 17,05 + 4,08
bacuri (semente) ! 59,93 + 1,82
bacurizinho (casca)? 71,56 + 3,37
bacurizinho (semente)? 73,84 £ 0,74
piquia (casca)? 82,43 + 0,64
piquia (casca)?! 70,69 + 2,77
piquia (polpa)?! 79,89 + 6,50
piquia (semente)* 79,48 + 8,61
Quercetina (padrao) 90,47 + 1,28

1= Hidroalcéolico e 2= etandlico

Observa-se que em um extrato hd uma mistura complexa de substancias
enquanto no padrdo utilizado ha apenas uma substancia isolada. Dessa forma, as
amostras testadas nesse trabalho podem apresentar uma atividade muito mais

elevada ao serem fracionadas.
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Grafico 11: Percentagem da atividade antioxidante em linhagem celular dos extratos
em concentragao de 20 pug/mL
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N&o foram encontrados na literatura disponivel estudos em relacdo a atividade
antioxidante em linhagens celulares dos extratos de residuos de piquia e bacuri,
sendo estes, 0s primeiros resultados descritos sobre o tema. Esse experimento foi
realizado em uma Unica concentragdo e o0s resultados encontrados abrem
possibilidades de continuacdo dessa linha experimental em trabalhos que possam
ser desenvolvidos futuramente para a busca da concentracdo eficiente por meio de
curvas de concentracdo. A amostra de piquia foi submetida a analise em diferentes
concentracbes e o0s resultados foram reunidos e publicados na revista Quimica
Nova. O resumo encontra-se no ANEXO 5.

O teste antioxidante utilizando a linhagem celular NIH 3T3 avalia a influéncia
dos extratos e substancias isoladas no extresse oxidativo causado pela exposi¢éo
do peréxido de hidrogénio nas células. Como consequencia, poderdao ocorrer
mecanismos de protecdo a esses danos ( Wolf e Liu, 2007; Liu et al., 2010). Alguns
trabalhos vém utilizando essa técnica para investigacdo de constituintes e extratos
antioxidantes, como o trabalho de Solomon et al. (2006), que mostrou capacidade
antioxidante de extratos originados de figo (Ficus carica) e uma correlacdo positiva
com compostos fendlicos, flavonoides e com antocianinas, principalmente cianidina-

3-ramanoglicosideo. Outros trabalhos envolvem frutos amazb6nicos mais populares,
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como sementes de guarand (Bittencourt et al., 2011) e polpas de acai, (Kang et al.,
2011), que apresentaram capacidade antioxidante em outras linhagens celulares.

Os frutos do cerrado também foram analisados quanto a atividade antioxidante
e 0S extratos etanodlicos obtidos de residuos de semente e casca de Annona
crassiflora (araticum), semente de Eugenia dysenterica (cagaita) e casca de
Caryocar brasiliense (pequi) apresentaram potencial de inibir a peroxidacao lipidica,
porém por um mecanismo diferente do utilizado neste trabalho. A inducédo quimica
foi feita com microssomas de figado de rato e quantificacdo dos malonaldeidos
(MDA). A concentracdo dos extratos na faixa de 0,7 a 4,5 ug/mL confirmou a alta
atividade antioxidante previamente obtida pelo radical DPPH e pela quantificacdo de
substancias fendlicas.

Na descricdo de Radewicz et al. (2010) utilizando diversos compostos
fendlicos, como genesteina, resveratrol, narigenina, quercetina, epicatequina e
epigalocatequina e no trabalho observado por Roesler et al. (2007 e 2008) com
acido cafeico e seus derivados como cafeoil e dicafeoiltartarico e cafeoil glucose;
acido quinico, &cido ferdlico, rutina, xantoxilina, acido galico; quercetina e quercetina
3-O-arabinose, houve uma boa atividade antioxidante nos isolados e em extratos

enriquecidos com esses componentes fenolicos.
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5.8 FOTOPROTECAO

A utilizacdo de protetores solares é a principal abordagem cosmética contra
efeitos nocivos da radiacdo UV, reduzindo o nimero de patologias ocasionadas pela
exposicao prolongada e como medida preventiva para o envelhecimento da pele

(Wang et al., 2010; Balogh et al., 2011).

Nesse trabalho foi estudado o perfil de fotoprotecéo dos extratos por meio da
determinacdo da absorbancia no espectro de ultravioleta, determinando o
comprimento de onda maximo (Amax) € a absorbancia maxima (Amax) numa varredura
entre os comprimentos de onda de 200 a 400 nm (regides correspondentes a UVA,
UVB e UVC). Os resultados das absorcbes nesses comprimentos de onda e a

absorcdo maxima dos extratos pode ser visualizado na tabela 14.

Dentre os extratos dos subprodutos de frutos avaliados, os maiores valores de
Amax foram detectados nos extratos etandlico e hidroalcodlico de piquia (casca), com
picos de absorcdo de 298nm (2,822) e 308 (3,702), respectivamente. O extrato de
casca da semente de Castanha-do-Brasil apresentou Amax de 297 (5,347), enquanto
0 extrato de semente de bacurizinho mostrou Amax de 325 (1,250) e o de acai do AM
mostraram Amax de 286 (3,048). Os espectros de absor¢édo dessas amostras podem
ser visualizados na figura 25.

Verificou-se picos regulares e continuos nas regides correspondentes a UVA e
UVB para as amostras de cascas de bacuri, bacurizinho, castanha-do-Brasil e
piquid. As caracteristicas desses extratos recebem destaque, devido ao amplo
espectro de absorcao, levando-se em consideracao que os filtros solares geralmente
absorvem apenas em uma parte da regido do ultravioleta (UVA ou UVB), sendo

necessaria uma combinacgdo entre os filtros para uma protecdo completa. Verifica-se
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gue a presenca de uma matéria prima que possua absorcdo continua nas regides do

UV pode minimizar o alto grau de irritabilidade consequente da combinacdo de

fotoprotetores aplicados a pele (Palm & O 'Donoghue, 2007).

Tabela 14. Perfil de absorcédo de extratos hidroalcodlicos e etanélicos na concentragdo 1,00 mg.mL™2.

Extratos Hidroalcodlicos

Extratos Etandlicos

Amostra Amax 24(OC|)1m 30(OB)nm 36((')A21m Amax 24(OCZ1m 30(0821m 36(9 )nm
Abiu (casca) 367 (0,015) | 0,063 | 0,131 | 0,018 nd nd nd nd
Acai do AM (semente) |286 (2,091)| 0,01 1,57 | 0,485 |286(3,048)| 0,024 | 1,582 | 0,434
Acai do Para (semente) |276 (1,479)| 0,018 | 0,985 | 0,462 |283(2,121)| 0,024 | 1,21 | 0,479
Acerola (semente) 274 (0,981)| 0,086 | 0,777 | 0,395 |282(1,177)| 0,052 | 0,693 | 0,176
Bacuri (casca) 297 (2,964)| 0,097 | 2,774 | 0,895 [375(2,343)| 0,091 | 3,14 | 2,571
Bacurizinho (casca) 285(0,832)| 0,24 | 0,687 | 0,356 |297 (2,678)| 0,024 | 2,639 1,913
Bacurizinho (semente) |325(1,250)| 0,102 | 1,075 | 0,637 nd nd nd nd
Biriba (casca) 274 (1,290)| 0,012 | 0,44 | 0,181 |367 (0,110)| 0,001 | 0,204 | 0,097
Buriti (casca da semente) | 245 (1,846) | 0,089 | 0,76 | 0,659 |367 (0,030)| 0,049 | 0,147 | 0,035
Buriti (semente) 281 (0,321)| 0,049 | 1,267 | 1,092 nd nd nd nd
Carambola (semente) | 280 (0,840)| 0,069 | 0,423 | 0,102 |282(1,632)| 0,063 | 0,626 | 0,069
Castanha (casca) 367 (0,662)| 0,204 | 0,777 | 0,659 |297 (3,347)| 0,114 | 3,241 | 1,199
Cupuagu (casca) 274 (0,073 | 0,012 | 0,001 | 0,042 |281 (1,379)| 0,029 | 0,451 | 0,136
Cupui (casca) 275 (0.531)| 0,241 | 0,034 | 0,047 |281 (0,235)| 0,001 | 0,176 | 0,097
Cupui (semente) 282 (0,341)| 0,014 | 0,022 | 0,056 |279 (0,863)| 0,035 | 0,372 | 0,181
Graviola (casca) 275 (0,485) | 0,091 | 0,299 | 0,035 |271(0,570)| 0,027 | 0,339 0,17
Guarana (casca) 274 (0,844)| 0,086 | 0,27 | 0,125 |269 (0,649)| 0,047 | 0,164 | 0,108
Inga (casca) 282 (0,954)| 0,083 | 0,603 | 0,215 [367 (0,114)| nd | 0,282 | 0,108
Ingéa (semente) 267 (0,581) | 0,069 | 0,288 | 0,074 |245(1,468)| 0,024 | 0,597 | 0,181
Piquia (casca) 298 (2,822)| 0,108 | 2,763 | 0,581 298 (2,822)| 0,108 | 2,763 | 0,952
Piquia (semente) 258 (2,109) | 0,091 | 1,222 | 0,457 nd nd nd nd
Tucuma (casca) 283 (2,294)| 0,091 | 1,374 | 0,451 |280(1,282)| 0,125 | 0,671 | 0,192

ND = nado detectavel
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Bandas de absor¢éo piquia (casca) Castanha do Brasil (casca)

uvc uvB UVA

branco bacurizinho (casca) Acai do AM (semente)

Figura 25 — Espectro de absorcdo dos extratos de residuos em concentracéo de 1,00 mg.mL-1.

Os extratos apresentaram picos maximos semelhantes ao encontrados em
substancias isoladas que atualmente s&o utilizadas nas formulacbes de
fotoprotecdo, como o acido p-aminobenzoico (PABA) com Amax de 283 nm (regido
UVC e UVB), octildimetil-PABA, com Amax de 311 nm (regido UVB), e butil metoxi-
dibenzoil-metano, com 0 Amax em 358 nm (regido UVA) (Flor et al., 2007). As maiores
intensidades nos comprimentos de onda equivalentes a UVB e UVC foram
encontrados nos extratos de piquia (casca), com valores de UVB (3,899) e UVC
(0,952), e nas cascas de bacurizinho UVB (2,639) e UVC (1,913) e bacuri UVB
(3,14).

As amostras que apresentaram as maiores absorcdes (piquia, bacuri, acai do
Amazonas e Castanha do Brasil) foram diluidas para concentracdes de 0,50 e 0,25
mg.mL? . Ao ser diluida, a amostra de piquia continuou apresentando uma

considerada capacidade de absor¢cdo no UV, maior que a encontrada em outros



trabalhos reportados na literatura (Souza et al., 2005; Violante et al., 2009; Souza et

al., 2013). Os gréficos com as diluicbes podem ser verificados na figura 26. A

absorbancia encontrada na faixa de fotoprotecao foi alta, sendo necessaria apenas

uma baixa concentracéo do extrato para absorver as radiagdes.
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Figura 26 — Espectro de absorgdo dos extratos diluidos em 1,00 mg.mL"1, 0,50 mg.mL?e 0,25

mg.mL-1.
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Para algumas amostras, os extratos etanélicos apresentaram maior capacidade
de absorcdo que os hidroalcodlicos. Segundo a literatura, classes de substancias
contendo compostos aromaticos simples como fendlicos e flavonoides séo
comumente extraidos com solventes alcodlicos, enquanto as classes glicosiladas
sdo comumente extraidas com solventes com maior polaridade (Markhan et al.,
1998). Essas substancias apresentam grande capacidade de absorcao, dissipando a
energia UV absorvida de uma maneira inofensiva. Tal afirmacdo € confirmada ao
analisarmos que as espécies que possuiram maior capacidade de absorcdo Amax
apresentam segundo a literatura, uma elevada percentagem de substancias
fendlicas.

Segundo a revisdo de Flor et al. (2007), as diferencas nos maximos de
absorcdo € explicada segundo a teoria de orbitais moleculares (TOM). Utilizando
como parametro estrutural uma substancia aromatica simples, o benzeno. A
presenca de uma espécie doadora de elétrons aumenta a possibilidade de
ressonancia e a estabilidade do anel. Sendo mais estavel, a energia dos orbitais
ligantes diminui e, consequentemente, a dos antiligantes aumenta, elevando assim a
diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO. Por outro lado, a adi¢ao de
uma espécie receptora de elétrons ao anel aromatico diminui a estabilidade do
sistema. Desta forma, a energia dos orbitais ligantes aumenta e a dos antiligantes
diminui, reduzindo a diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO e, como
consequéncia, sua banda de absor¢édo é a que ocorre em maiores comprimentos de
onda (Huheey et al., 1993; Gillam & Stern 1957).

Andlises in vitro, como as espectrofotométricas, foram desenvolvidas
baseando-se no espectro de absorcédo e apresentam uma boa correlagcdo na

previsdo do FPS (fator de protecéo solar) e em testes in vivo (Mansur et al., 1986;
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Ferrari et al., 2002). Pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novas
formulacbes fotoprotetoras, sejam sintéticas ou de produtos naturais, S&o
necessarias para obtencdo de produtos ideais, com menores possibilidades de
sensibilidade na pele e com melhor fotoestabilizagdo (Guarantini et al., 2009;
Balough et al., 2011). Dentre os estudos de produtos naturais descritos na literatura,
cita-se a capacidade fotoprotetora do propolis, Aloe vera, cha verde (Camellia
sinensis), andiroba (Carapa guianensis) e espécies de Bauhinia (Bobin et al., 1995;
Morley et al., 2005; Belo 2008; Heinrich et al., 2011).

Alguns estudos avaliam a acdo dos antioxidantes na fotoprotecdo, por meio da
prevencdo na formacdo de eritema cutaneo e efeitos protetores frente aos danos
moleculares gerados por estresse oxidativo induzido pela radiagdo UV (Wang et al.,
2010). Dessa forma, os extratos de piquid e bacurizinho recebem destaque por
enquadrarem-se nesses dois quesitos. Segundo Barretos e colaboradores (2009),
Chisté et al., (2012) e Ascari et al., (2013) o piquia apresenta elevados teores de
substancias fendlicas, como os acidos galico e elagico e capacidade de sequestrar
radicais livres. O bacurizinho e as espécies desse género também possuem diversos
relatos na literatura sobre a capacidade antioxidante e antimicrobiana de seus frutos,
caracterizados quimicamente pela presenca de biflavonoides, xantonas e
benzofenonas (Osorio et al., 2013; Deachathai et al., 2005).

Os subprodutos avaliados ndo apresentam descricdo na literatura sobre o perfil
fotoprotetor. Apenas o0 estudo de algumas polpas € reportado, entre elas a de
acerola. No trabalho de Souza et al. (2013) a polpa apresentou Amax de 290 nm,
proxima ao encontrado nos extratos das sementes de acerola deste trabalho.

Porém, apresentou fator de protec¢ao solar baixo, com FPS=2.
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As pesquisas descritas na literatura sobre os subprodutos de polpas de frutas
concentram-se majoritariamente na andlise antioxidante (Berto et al., 2015; Chiste et
al., 2012). Oliveira e colaboradores (2009) publicaram uma revisdao abordando a
utilizacdo de compostos antioxidantes (principalmente polifendis) de residuos
industriais e da agroindustria, nos quais identificaram importantes antioxidantes em
materiais que inicialmente eram descartados e que atualmente estdo sendo
utilizados pela industria como casca de cenouras, casca de tomates, cascas de
mangas e de batatas. Souza et al. (2011) quantificou os polifendis e a atividade
antioxidante dos residuos de acerola, goiaba (Psidium guayaba), abacaxi (Ananas
comosus), cupuacu, bacuri (Platonia insignis) e graviola (Annona muricata) e
destacou esses materiais como fonte de substancias bioativas.

Uma parte desses resultados foram submetidos a publicacéo intitulada como
“AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE FOTOPROTETORA DE RESIDUOS DE
FRUTAS AMAZONICAS”, revista Scientia Amazonia. O resumo deste artigo
encontra-se no ANEXO 6.

Os dados encontrados neste trabalho podem ser utilizados como ferramenta
para auxiliar no direcionamento de testes mais aprofundados, como avaliacdo do
FPS e atividades que s&o correlacionadas com a fotoprotecdo como atividades

antimicrobiana e antioxidante.



97

59 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE SUBSTANCIAS

FENOLICAS

Existe uma crescente necessidade de se minimizar custos de producdo por
meio de maiores rendimentos sem perda apreciavel na produtividade, além da
necessidade em se extrair a0 maximo compostos com atividade bioldgica (Garcia-
Sales et al., 2010).

Percebe-se assim a importancia do uso de ferramentas que auxiliem na
interpretacdo dos dados, buscando melhor conhecimento das variaveis do processo.
O planejamento experimental é utilizado para analises em que diversas variaveis
explanatérias (fatores) influenciam uma dependente (resposta), permitindo a
identificacdo de relagcbes matematicas e estatisticas entre niveis pré-determinados,
resultando em uma resposta para o processo envolvido mais adequado (Thompson,
1982). Os resultados obtidos sdo apresentados na forma de tabelas e graficos e
separados conforme a espécie analisada, possuindo nivel de significancia a = 0,05 .
Entre os parametros tém-se:

i) Rendimento:

O rendimento de uma extracao depende tanto do solvente utilizado quanto da
metodologia selecionada, sendo necessarios estudos preliminares para sele¢édo do
melhor método a fim de se obter o melhor processo de extracdo (Yu et al., 2005). Os
métodos apresentam mecanismos diferentes e dependendo do objeto de estudo,
podem aumentar a chance de obter fragbes ricas em determinadas classes de
substancias. A extracdo de fenolicos é influenciada pela natureza do composto, o
método empregado, o tempo e as condicbes de extragdo, e a presenca de
interferentes tais como gorduras, terpenos e clorofilas (Nacz e Shahidi, 2004).

i) Temperatura
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Para substancias fenodlicas, como os flavonoides, é necessario que as
metodologias empregadas possam minimizar a possibilidade de degradacdes
encontradas na maioria das substancias dessa classe. Devido a isso, sistemas de
extracbes que empregam temperaturas elevadas (acima de 50 °C) podem
comprometer a estabilidade destas moléculas.

iii) Polaridade

Além da metodologia de extracéo, ha variacdo nos componentes do extrato em
funcdo da polaridade do solvente extrator utilizado. Dessa forma, devido a
diversidade em suas classes quimicas, torna-se muito dificil desenvolver um
procedimento padrdo apropriado para a extracdo de todos os fendlicos (Naczk e
Shabhidi, 2006). Tal qual o principio quimico prevé “semelhante dissolve semelhante”
e assim, substancias fendlicas sdo comumente extraidas por solventes de média
polaridade como acetato de etila, diclorometano e acetona; ou metanol e etanol,
para os fendlicos que apresentam maior polaridade.

A escolha dos solventes para extragdo deve basear-se, principalmente, na
seletividade que o mesmo apresenta pelos compostos a serem extraidos. No
entanto, outras caracteristicas ndo podem ser ignoradas, como a facilidade de
manuseio, protecdo ao ambiente e toxicidade. Em geral o hexano remove
interferentes como lipideos, carotendides e clorofila; o acetato de etila e o éter
dietilico extraem fendlicos de baixo peso molecular; a acetona extrai fenois
poliméricos; e 0 metanol extrai agucares, acido organicos e fendis mais polares
(Naczk e Shahidi, 2006).

Verifica-se porém, que no contexto de sustentabilidade, que € uma das
propostas desse trabalho, esses solventes sao toxicos, de dificil descarte e inviaveis

ao se pensar na utilizacdo em grande escala para as industrias e moradores locais.
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Com isso, optou-se em utilizar como variaveis solventes com menor toxicidade e
maior disponibilidade no mercado (etanol e agua).

A aproximacdo da pesquisa com o cotidiano dos moradores é de inteira
importancia para que os resultados possam ser aplicados no contexto social.
Atualmente o doce e o licor da casca de bacuri séo realizados de forma caseira,
sendo utilizado o solvente etanol em diversas propor¢des hidroalcéolicas. Por meio
desta pesquisa pode-se ter no¢cdo da quantidade de substancias fendlicas que essas
utilizacdes podem extrair e quais seriam as combinacdes mais eficientes, levando
em consideracao que é realizada de forma empirica a maceracéo a frio.

iv) Influéncia do pH

Verifica-se que alguns fendlicos ocorrem na forma de ligac6es com glicosideos
ou ésteres. A hidrdlise acida € interessante nessa 6tica, para que aconteca a quebra
das ligacOes fendlicas e aumente a capacidade de extracdo do solvente (Naczk e
Shahidi, 2006).

Alguns autores atribuem o aumento da atividade antioxidante em extragdes
devido a acidificacdo do meio. Em fragcbes aquosas de farelo de trigo a atividade
antioxidante foi potencializada em condicbes muito acidas (Baublis, Decker e
Clydesdale, 2000). Em um experimento com bagaco de uva variando o pH de 3,5 a
1,5, o solvente extrator mais acido apresentou maior capacidade antioxidante.

Neste trabalho utilizou-se apenas uma quantidade pequena (10 pL de HCI 10%
em 100 mL de solvente) de acido. Optou-se por nao acidificar com indice muito
extremo devido a possivel producao de artefatos no meio.

v) Atividade antioxidante

Diversos métodos e sistemas de solventes tém sido usados para a extracao de

compostos fendlicos de produtos naturais visando determinar a melhor combinacéo
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de fatores que possam influenciar na atividade de interesse. Uma das mais
avaliadas € a atividade antioxidante devido a boa correlacédo que esta possui com as
substancias fendlicas e pelo fato de estarem presentes nos mecanismos de diversas
patologias como o processo inflamatério, doencas degenerativas, entre outras.

Os ensaios in vitro como capacidade de sequestro dos radicais DPPH e ABTS
aparecem como uma estratégia para comparacdo entre as variaveis utilizadas,
devido a possibilidade da analise de muitas amostras num reduzido espaco de
tempo, servindo como parametro para estudos com modelos mais especificos.

Para a selecdo do método de extracdo foram considerados os rendimentos dos
extratos brutos, os percentuais de substancias bioativas, fendis e de flavonoides, e a
atividade antioxidante por meio da capacidade de sequestro dos radicais DPPH e
ABTS.

vi) Metodologia de extracéo.

Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a seletividade,
a estabilidade das substancias extraidas e o custo do processo escolhido (. O tempo
de extracao € outro parametro que afeta a disponibilidade de compostos fendlicos.
Tempos prolongados de extracdo aumentam a chance de oxidacdo dos fendlicos, a
menos que agentes redutores sejam adicionados ao sistema solvente. Além disso, a
razao amostra/solvente também influencia diretamente a recuperacédo de fendlicos
de plantas (Naczk e Shahidi, 2004).

Atualmente, vem sendo testadas técnicas de extracdo e isolamento de
compostos com o intuito de reduzir o consumo de solventes, acelerar e tornar mais
eficiente o processo de extracdo. Dentre as técnicas testadas incluem-se: extracéo
com fluido supercritico, extracdo com liquido pressurizado, extracdo assistida por

microondas, maceracdo e extracdo assistida por ultrassom (sonicagao) (Garcia-
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Salas et al., 2010). Nesse trabalho optou-se pela sele¢cdo dos métodos de sonicacao
e maceracao devido a facilidade de reproducdo destes em ambientes que ndo sejam
académicos e pelo fato deste ultimo ja ser empregado pela populacdo de forma
artesanal.

Todos esses fatores foram analisados e avaliando os resultados da MANOVA
em termos de valor-p, observou-se que tanto o tipo de solvente quanto o método de
extracdo e o efeito da interacdo entre solvente-método de extracdo, afetaram
significativamente (p < 0,05) o percentual de rendimentos, fendlicos e de
flavondides. Entretanto, observou-se na matriz de correlacdo parcial dos erros, em
cada uma das amostras, correlacbes fracas. O conjunto de variaveis respostas
(rendimento, fendlicos, flavonoides e capacidade de sequestro dos radicais DPPH e
ABTS) indicaram que a vantagem da analise multivariada era pequena e que
andlises individuais deveriam ser realizadas usando um delineamento de
experimento fatorial (ANOVA). Os resultados das andlises estatisticas para as quatro
matérias primas selecionadas serdo descritas nos proximos tépicos conforme cada

matriz e o grafico a seguir ilustrada a média dos resultados totais.

Bacuri amarelo - mesocarpo
[ Bacuri amarelo - epicarpo —
B Acai AM
B Acai PQ

il

Fendis Flavonoides Rendimento  DPPH ABTS

0
L

% média das substancias
40
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Grafico 12: Percentual médio de substancias extraidas por cada residuo.
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Pode-se notar que o acai do PA possui percentual médio de fenol bem superior
aos demais frutos e também maior atividade de DPPH e ABTS, enquanto o Bacuri
amarelo (mesocarpo) possui maior percentual médio das substancias flavonoidicas e
maior rendimento. Os resultados apresentados nas sessdes a seguir foram obtidos

pela andlise de variancia (ANOVA).

5.9.1. ACAI DO PARA (E. oleraceae)

Para a selecdo do método de extracdo foram considerados os rendimentos dos
extratos brutos, os percentuais de substancias bioativas, fendis totais, e o percentual

de atividade antioxidante por meio da capacidade de sequestro dos radicais DPPH e

ABTS (tabela 15).

método | Proporgdo | Rendimento | Fendis totais | DPPH (%) ABTS (%)
EtOH:H20 | (%) (%)

8< 100 6,56 +0,22 | 44,11 +2,40 | 73,57+1,15 | 94,33+0,12
gO 80 537+0,49 | 32,23+1,26 | 70,78 +0,84 | 94,36 +0,36
g2 50 419+021 | 3562+189 | 72472073 | 93,06+046
2« 20 2,87+0,06 | 22,68+2,19 | 66,48 +2,94 | 92,60+0,75
S 100 563+0,20 | 44,06 +1,31 | 74,59 +1,38 | 94,00+0,24
g5 80 523+0,29 | 33,76 +£2,00 | 73,92+248 | 94,58+0,28
§ L 50 480+0,24 | 37,00+0,89 | 73,81+4,78 | 93,39+0,28
=° 20 4,47+0,19 | 28,50+1,33 | 70,86 +4,61 | 93,02+0,74
g 100 3,79+0,16 | 38,22+2,06 | 72,92+1,38 | 94,23+0,34
S2e 80 3,56+0,16 | 33,94+224 | 72,39+0,88 | 94,44+0,27
§ § £ 50 3,12+0,22 | 37,22+0,86 | 73,19+1,26 | 93,91+0,12
« 20 3,15+0,09 | 29,86+ 1,95 | 64,09+1,97 | 93,77 +0,43
= 100 453+0,17 | 37,18+2,15 | 74,07 +0,63 | 94,52 + 0,66
g% 80 3,24+0,09 | 33,03+2,34 | 72,38+0,39 | 94,26 +0,23
S 2 50 3,02+0,10 | 32,46+1,22 | 73,35+1,29 | 93,49+0,44
n o 20 3,11+0,06 | 29,97 +0,85 | 69,44 +0,02 | 93,75+0,24

Tabela 15: Resultados das andlises de otimizacao das sementes de E. oleraceae.

A tabela 16 apresenta a correlacdo entre as variaveis observadas. E

considerada a existéncia de correlacdes 0 quanto mais proximo de um em madulo.
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Flavonoides Fenois Rendimento DPPH ABTS
Flavonoides 1.0000 0.0834 0.1682 0.1218 -0.0705
Fendis 0.0834 1.0000 -0.2382 0.0578 0.0549
Rendimento 0.1682 -0.2382 1.0000 -0.1462 -0.0466
DPPH 0.1218 0.0578 -0.1462 1.0000 0.2215
ABTS -0.0705 0.0549 -0.0466 0.2215 1.0000

Tabela 16: Matriz de correlacédo dos erros referentes as variaveis respostas das
extracOes de sementes de E. oleraceae.

Assim, a matriz de correlacdo parcial dos erros obtida para o conjunto de
variaveis respostas (rendimento, fendlicos e atividade antioxidante) indicou a
presenca de correlacdes fracas indicando que analises individuais para o percentual
de rendimentos, fendlicos e de flavonoides devessem ser realizadas usando um
delineamento de experimento fatorial. Os resultados foram obtidos pela analise

fatorial individual (ANOVA) é descrita na tabela 17 e nos graficos 13 e 14.

Analise de Variancia Univariada Acai do Paréa

Causa de variacéo Gl. SQ MQ Fc Valor-p

° Técnica Extracdo 3 25.694 8.565 193.137 0.000
é Solvente 3  20.339 6.780 152.883 0.000
= Técnica Extracdo*Solvente 9 9.984 1.109 25.015 0.000
@ Residuos 32 1.419 0.044
w Técnica Extracao 3 154.800 51.600 16.470 0.000
8 Solvente 3 3205.300 1068.440 341.040 0.000
g 'g Técnica Extracao*Solvente 9 684900 76.100 24.290 0.000
U 2 | Residuos 128 401.000  3.130
@ Técnica Extracdo 3 1.797 0.599 30.856  0.000
E Solvente 3 9.886 3.295 169.783 0.000
% g Técnica Extracdo*Solvente 9 2.880 0.320 16.488  0.000
L 2 |Residuos 128 2.484  0.019

Técnica Extracao 3 171.690 57.231 12.425 0.000
T Solvente 3 824.130 274.709 59.642 0.000
Q| Técnica Extragdo*Solvente 9 142810 15.867  3.445 0.001
Q Residuos 128 589.560 4.606

Técnica Extracdo 3 5.727 1.909 10.884  0.000
" Solvente 3 34.613 11538 65.778 0.000
'n_o Técnica Extracdo*Solvente 9 8.228 0.914 5.212 0.000
< |Residuos 128 22.451  0.175

Tabela 17: ANOVA para os valores dos rendimentos, fendlicos e flavonoides dos extratos dos
residuos de nos fatores método de extracdo e solvente. Efeitos com valor-p < 0,05 sé@o considerados
significativos; gl = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio.
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Em todos os gréficos, verificou-se a prevaléncia de etanol 100% como o melhor
solvente extrator. A Unica excecdo foi para a atividade antioxidante com ABTS, onde a
propor¢cdo de 80% apresentou resultados proximos. A metodologia utilizando o cation
ABTS é realizada em meio aquoso assim, esse pode ser um dos fatores que explicaria
essa divergéncia. Os maiores rendimentos em etanol 100% observados podem ser

explicados pela polaridade do solvente.
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Gréfico 13: Influencia do solvente nas metodologias para os resultados de A)

Rendimento; B) compostos fendlicos, C) antioxidante frente ao DPPH e D) em radical ABTS
de E. oleraceae.

A maioria das substancias fendlicas ndo sdo encontrados na forma livre na
natureza, mas como ésteres ou unidas a moléculas de agucar, como no caso das
antocianinas e flavonoides glicosilados. Por isso, muitos trabalhos tém descrito
solventes hidroalcoodlicos para a extracdo de substancias fendlicas, uma vez que
eles tém uma grande afinidade com solventes polares (Othman, Ismail & Adenan,

2007; Rockenbach et al., 2008). Nesse trabalho, no entanto foi verificado que a
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percentagem de fendlicos diminui com o aumento da polaridade. Assim, conclui-se
que as classes encontradas devam estar relacionadas com a presenca de
substancias anglicanas, fenélicas, menos polares ou de baixo peso molecular, que
proporcionaram maiores interacdes entre solvente-amostra nos extratos etanadlicos.
Para analisar todos os parametros de forma simultanea foi realizado gréaficos de

superficie onde os melhores parametros puderam ser visualizados (grafico 14).
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Grafico 14: Grafico de superficie de resposta para A) Rendimentos, B) fendlicos
totais, C) DPPH e ABTS de E. oleraceae;

Nesse trabalho foi possivel verificar as diferengcas significativas entre os
métodos de extragdo e parametros de temperatura, acidez e tempo. O método de
maceragao apresentou os melhores valores em todas os resultados e os de

sonicacdo 0s menores percentuais.
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Segundo detectado pela ANOVA efeitos significativos foram observados para
os dois diferentes métodos de extracdo, maceracdo e sonicacdo. No entanto o
mesmo nao foi verificado para a proporcao de solvente. Os rendimentos variaram de
6,56 a 2.87%, sendo a MF a metodologia que apresentou 0S maiores e 0S menores
valores. Nesse método de extracdo, o tipo de solvente afetou significativamente os
resultados (p<0.05). Nos dois diferentes mecanismos de extracdo, as maceracdes
apresentaram melhor poder extrator tanto no solvente etanol, quanto no
hidroalcodlico em relacdo a sonegacdo. A MQ apresentou maiores rendimentos em
todos os solventes hidroalcéolicos e a MF em solvente etandlico (grafico 14). Esses
valores também foram proporcionais a quantidade de substancias fendlicas.
Diversos métodos e sistemas de solventes tém sido usados para a extracdo de
compostos fendlicos de produtos naturais visando determinar a melhor combinacéo
de fatores que possam influenciar na atividade de interesse.

No trabalho de Pompeu, Silva e Rogez (2009) com a polpa de acai, os
resultados foram semelhantes. Esses autores determinaram os melhores parametros
para a quantidade de fendlicos e antocianinas por meio de diferentes temperaturas e
proporcdes de etanol e agua como solvente extrator. Os melhores resultados foram
detectados em proporcéo de etanol: agua de 50% e em temperatura de 62°C. No
entanto esses autores nao analisaram somente com solvente etanol, proporcao que
apresentou os melhores resultados nesse trabalho.

Outro parametro analisado por esses autores foi a diferenca no pH, por meio
da adicdo de pequena proporcédo de acido. Foi encontrada diferencas na obtencao
de antocianinas, e moderada alteracdo na proporcdo de fendlicos totais. Nesse
trabalho, no entanto, ndo houve variacdo na quantidade de fendlicos totais extraidos

ao ser adicionado acido no meio reacional.
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O método de sonicacdo em ultrasson, ndo apresentou variacées significativas
em relacdo ao pH do meio. No caso das substancias glicosiladas, pode facilitar a
quebra do aclcar e extragdo em solventes menos polares. Essa técnica é muito
utilizada pela industria de alimentos e pode ser verificada em trabalhos na literatura
como procedimento para extracdo de flavonoides e antocianinas. Na propria
espécies de Eutepe oleracea alguns autores utilizam essa técnica para deteccao dos
componentes majoritarios na polpa. Os resultados desse trabalho de baixo
rendimento em solventes mais polares e 0 ndo aumento da percentagem de
fendlicos com a adicdo de solucdo acida corroboram com a possibilidade da baixa
guantidade de substancias glicosiladas nas sementes dessa espécie. Esses dados
diferenciam consideravelmente a polpa das sementes, pois enquanto a polpa é
conhecida por apresentar tais fendlicos glicosilados, na semente, os fendlicos
simples e de baixo peso molecular parecem ser 0s majoritarios.

Uma das atividades biolégicas mais avaliadas nos estudos de acai é a
atividade antioxidante. A analise de variancia para o percentual de capacidade de
estabilizacdo do radical ABTS demonstrou que nem o método de extragdo nem o
solvente apresentaram intera¢ges significativas (p<0,05) entre solvente-método de
extracdo (grafico 14). A percentagem de atividade antioxidante para os radicais
DPPH e ABTS foram muito proximos em todos os métodos de extracao.

Considerando o efeito das interacdes solvente-meétodo de extracdo, verificou-se
gue o melhor solvente para extracado de substancias fendlicas e para o rendimento
foi etanol puro. Foram realizados diferentes parametros de cada metodologia para
avaliar qual tempo de extracdo seria mais eficiente para obter o maior rendimento.
Os resultados podem ser verificados na tabela 18. Como as interag0es significativas

foram observadas pela ANOVA, utilizou-se o teste de Tukey para avaliar as
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diferencas significativas entre todas as possiveis combinacfes entre os métodos e
tempos utilizados.

A maceracdo a frio novamente apresentou os melhores resultados que as
demais técnicas. Por meio da otimizacdo verificou-se que com apenas 48 horas
obteve-se 0 mesmo rendimento que o obtido em 72 horas dias. A exposicado do
material vegetal no solvente extrator para maceracdo a quente apresentou melhores
resultados durante 2 horas. Apos esse tempo o rendimento ficou constante, tendo a
extracdo de 3 horas o0 mesmo rendimento que o anterior e na sonicacdo 0S

resultados ndo apresentaram diferenca significativa com o aumento de exposicao.

método Maceracdo (MF) Maceracao(MQ) Sonicacédo (SN) SA
tempo 1 1 2 3 1 2 3 60 30 20 10 20 min
hora dia dias dias hora | horas | horas min min min min
rendimento | 4.26 (564 +|674 +[649 +|478+|523+|536+|397+|393 +|420 =+ |3.76 | 4.87+0.34
0.146° 0.338 0.194 0.31~ 0.24~ | 021~ | 0.23~ | 0.248 | 0.198 | 0.2678 | 0.248 |~

Tabela 18: Rendimento dos diferentes parametros dos métodos de extracdo de E.
oleraceae. InteragGes com letras iguais néo diferem significativamente entre si.

Realizou-se a quantificacdo da capacidade de sequestro dos radicais livres
para os melhores parametros (tabela 19). Para ambos radicais a ICso (concentracao
de inibicdo, quantidade de material necesséaria para estabilizar 50% dos radicais
livres) foi melhor em MQ, com valores proximos ao detectado para o padrdo. A
extracao por sonicacdo acida apresentou o maior rendimento, porém, ao analisar a
guantidade de fendlicos totais e a capacidade antioxidante observou-se que a maior
extracao ndo representava o aumento da quantidade de substancias bioativas, tendo
em vista que a quantidade de fendlicos e a atividade antioxidante produziu

resultados semelhantes ao detectado pela sonicagdo com solvente neutro.

Tabela 19: Resultados da quantificacdo

Método ABTS DPPH Fendlicos totais
MF — 2 days 11.01+0.49° 15.08+0.11°¢ 44.74+2. 027
MQ - 3h 6.53+0.104 14.71+0.048 43.43+1.86"
SN — 20 min 9.78+0.19°8 16.09+0.13F 37.42+1.828
SA —20 min 10.07+0.12¢ 16.56+0.17P 37.24+1.57®
standard 10.61+0.09 ¢ 7.24+0.217 100

da capacidade antioxidante dos melhores

parémetros dos métodos de extra(;éo. InteragOes com letras iguais ndo diferem significativamente entre si
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Assim, segundo o teste de Tukey, a combinacdo de maceracao a quente com
etanol 100% € a mais indicada para as extracOes de fendlicos e para a atividade
antioxidante. Durante uma extracdo, a temperatura desempenha um papel
importante, uma vez que o aumento da temperatura favorece a solubilidade de
muitos compostos em solventes organicos por meio do fornecimento de energia na
forma de calor, contribuindo para maiores interacdes solvente-amostra e
proporcionando, desta maneira, extracbes mais eficientes. Os resultados obtidos
neste trabalho para o efeito do método estdo de acordo com diversos autores
(Pompeu e Rogez, 2009; Xu et al., 2007) que descrevem a relacdo crescente entre
temperatura de extracdo e rendimentos de substancias fendlicas, correlacionando
com a atividade antioxidante. Alternativamente, os métodos maceracdo a frio e
sonicacdo, ambos em etanol 100% poderiam ser utilizados, visto que essas
combina¢Bes ndo diferem significativamente entre si, confirmando a andlise

descritiva do grafico de superficie.



5.9.2 ACAI DO AM (E. precatoria)

Os resultados das analises de E. precatoria estdo resumidos na tabela 20 e

ilustradas nos graficos a seguintes:
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Tabela 20: Resumo dos resultados das analises de otimizacdo de E. precatoria

sp | Método | Proporcdo | Rendimento | Fendis totais | Flavonoides DPPH ABTS
EtOH:H.0 (%) (%) totais (%) (%) (%)
e 100 0,98+0,02 | 1421+0,53 | 4,09+0,35 | 71,37+2,35 | 71,74 +0,98
S 80 2,30+£0,12 | 8,19+0,67 | 2,33+0,09 | 47,33+2,45 | 42,14+ 1,88
§ < 50 3,44+0,24 | 367+0,28 | 2,23+0,17 | 30,25+1,37 | 26,98 +0,86
= 20 468+0,11 | 3,66+0,28 | 1,30+0,07 | 12,47+0,85 | 13,74 +0,58
9= 100 1,24 +0,04 | 1430+0,34 | 458+0,31 | 74,46+0,21 | 73,04+0,59
&5 80 2,10+0,10 | 856+046 | 2,54+0,09 | 58,24+1,66 | 42,60+1,12
g § % 50 322+0,16 | 459+0,19 | 2,49+0,15 | 47,74+3,36 | 28,26+1,21
g = 20 3,36+0,05 | 448+0,32 | 1,85+0,07 | 35844212 | 14,05+1,03
Sl ¢ _ 100 0,49+0,01 | 874+053 | 530+0,18 | 70,12+3,51 | 70,40+ 1,65
Wi § % 80 0,84+0,04 | 7,88+0,06 | 2,78+0,12 | 52,76 +3,18 | 45,28 +2,67
So 50 1,07+0,10 | 569+0,40 | 2,41+0,13 | 37,24+2,22 | 35,05+0,90
= 20 1,08+0,09 | 494+024 | 1,94+0,13 | 25,09+1,85 | 16,83+0,75
c 100 0,60+0,02 | 824+0,59 | 590+0,23 | 63,84+3,20 | 69,06 +2,29
§ ) 80 0,98+0,07 | 684+0,34 | 2,62+0,16 | 47,44+2,96 | 44,33+259
g g 50 1,22+0,07 | 3,62+0,13 | 2,28+0,13 | 35594222 | 32,27 +1,80
> 20 1,68 +0,09 | 3,29+0,15 | 1,58+0,09 | 24,26 +1,87 | 16,53 +0,80

A proposta inicial consistiu em modelar os dados da seguinte forma:

Yijx = 0+ T+ B; +(8);; + & , onde t; representou o fator técnica de

extracdo, B; representou o fator Solvente em diferentes proporgdes de etanol, (8);;

representou a interacao entre os fatores, g;;, teve distribuicdo p-variada com média

zero e matriz de covariancias sigma, e y um vetor com as variaveis de interesse. Os

resultados obtidos estao descritos a seguir:

Tabela 21: Matriz de correlacdo dos erros referentes a E. precatoria.

Flavonoides Fenois Rendimento DPPH ABTS
Flavonoides 1.0000 -0.1484 -0.0368 0.5592 -0.1555
Fenois -0.1484 1.0000 -0.0908 -0.0332 0.1252
Rendimento -0.0368 -0.0908 1.0000 0.1175 0.0349
DPPH 0.5592 -0.0332 0.1175 1.0000 -0.0283
ABTS -0.1555 0.1252 0.0349 -0.0283 1.0000
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A matriz mostrou baixa correlacdo entre os erros e indicou, assim como na

amostra de E. olareacea a viabilizacdo da analise univariada.

Os rendimentos dos extratos de sementes de E. precatoria apresentaram uma
grande variagdo, de 4,68 + 0,11% na maceragdo com extrator hidroalcodlico (20%),
até 0,49 + 0,01% na metodologia de sonicacdo com etanol.

No grafico 15 verifica-se as interacdes existentes entre os fatores, ou seja,
entre o0 método e o solvente utilizado proporcionando as melhores condi¢cfes para as
extragbes. Verificou-se que entre as diferentes metodologias (maceragédo e
sonicacdo) houve uma diferenga consideravel entre os rendimentos, exercendo
influéncia significativa (p<0.05). O tipo de solvente foi um dos fatores que apresentou
maior efeito. Entretanto, nas condicbes de cada metodologia, tanto em relacdo ao
pH (solvente &cido e neutro) quanto a temperatura (quente ou em temperatura
ambiente) as alteragBes foram menores, com excecdo da proporcao hidroalcodlica

20%, onde existiu uma diferenca consideravel em todas as metodologias.
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Gréfico 15: Interacao solvente-método no percentual dos rendimentos dos extratos brutos das
sementes de E. precatoria.
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O perfil dos resultados para a extracdo das substancias fenodlicas e
flavonoidicas foi semelhante. Ambas tiveram um decréscimo percentual ao ser
acrescentado proporcdes de agua como liquido extrator (grafico 16).

Verifica-se que os efeitos individuais dos fatores (métodos e solventes) séo
importantes para a compreensdo dos resultados, porém, quando ha interacao
significativa (valor-p<0,05) entre esses fatores, ambos sao avaliados conjuntamente,
uma vez que o objetivo € otimizar o processo de extragdo com o melhor método e

solvente.

Fenois totais (%) IM Flavonoides totais (%)

Fendis Totai (%)
Flavonoides Totai (%)

Estabilizagdo de DPPHY%)
Estatilizagdo de ABTS( %)

Gréfico 16: Gréfico de interacdo solvente-método dos extratos brutos das sementes de E.
precatoria.

Por meio da andlise de variancia para o percentual de substancias fendlicas
(fendis totais e flavonoides totais), observou-se que o0 método de extracao

isoladamente exerceu influéncia significativa nas propor¢gdes hidroalcéolicas
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(p>0.05), assim como o tipo de solvente. Dessa forma, tanto o0 método de extracao
guanto a composicao do solvente exercem efeitos sobre o percentual de substancias
fendlicas; e conjuntamente os efeitos observados séo consideraveis.

O sequestro dos radicais DPPH e ABTS foi proporcional a quantidade de
substancias bioativas analisadas. A andlise de variancia para o percentual de
capacidade de estabilizacdo dos radicais DPPH e ABTS demonstrou que o método
de extracdo isoladamente ndo exerceu influéncia significativa na atividade
antioxidante frente ao ABTS™ (p>0.05) e moderada no DPPH®. Ao ser analisado o
tipo de solvente, os resultados das metodologias do teste utilizando o ABTS™ foram
0S que apresentaram maiores alteracoes.

Ao passo que interacdes significativas foram observadas pela ANOVA,
utilizou-se o teste de Tukey para avaliar as diferencas significativas entre todas as
possiveis combinacdes entre 0os métodos e solventes utilizados. Conforme o teste de

Tukey, obteve-se as seguintes conclusdes:

1. Flavonoides: Conclusao: Obteve-se maior média % de Flavonoides utilizando a
técnica de extracdo D (ultrasson ativa) e o solvente em nivel de etanol 100. (5.90)

2. Fendis: Concluséo: Obteve-se maior média % de Fendis utilizando a técnica de
extracdo A (Maceragéo a frio) ou B (Maceragdo a quente), o solvente em nivel de
etanol 100. (B: 14,30; A: 14,21)

3. Rendimento: Conclusédo: Obteve-se maior média % de Rendimento utilizando a
técnica de extragdo A (Maceracao a frio) e o solvente em nivel de etanol 20. (4,68)

4. DPPH: Conclusao: Obteve-se maior média % de DPPH utilizando a técnica de
extracao B (Maceracdo a quente) ao nivel de etanol 100. (74.46)

5. ABTS: Concluséo: Obteve-se maior média % de ABTS utilizando as técnicas de
extracdo A (Maceracdo a frio) e B (Maceracdo a quente), ndo diferiram
significativamente, ao nivel de etanol 100. (B: 73.04; A: 71.74).

Por meio destes resultados, conclui-se que para o efeito das interagdes
solvente-método de extragdo, assim como o0 encontrado para a extracdo de
substancias fendlicas e flavonoidicas, a melhor combinagdo € o método maceracdo

com solvente etanol.



5.9.3 Bacuri (P. insignis) - mesocarpo
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A otimizacao da extracdo do mesocarpo de bacuri foi realizado e o resumo dos

resultados encontrados pode ser verificado na tabela a seguir:

Tabela 22: Resumo dos resultados das analises de otimizagdo de mesocarpo

de P. insignis.

sp | método | Proporgdo | Rendimento Fendis totais | Flavonoides | DPPH (%) ABTS (%)
EtOH:H20 | (%) (%) totais (%)
e 100 30,18+1,45 | 14,60+042 | 1451+0,24 | 77,34+2,13 | 74,09+1,48
=9 80 2822+1,28| 959+0,50| 10,06+0,36 | 58,16 +2,29 | 44,12 +3,21
Ss 50 2216+152| 523+030| 254+0,19| 3391+178| 2580+147
= 20 13,49+061| 2,64+016| 1,12+008 | 1514+0,76 | 10,06 + 0,42
= 8% 100 36,63+0,55 | 1580+0,83 | 1505+0,80 | 74,81+1,25 | 73,31+121
S| 85 80 31,05+2,03 | 12,34+004 | 1250+0,42 | 61,10+1,17 | 48,91+ 3,37
>
sl gs 50 27,62+0,26 | 686+0,30 | 3,72+0,19 | 33,75+1,72 | 24,26+1,18
2| == 20 20,49+0,85| 364014 | 164+0,10 | 16,72+0,78 9,95 + 0,31
2| c 100 2788+1,36 | 14,12+0,72 | 12,93+0,42 | 72,78+1,16 | 70,38 + 1,55
o ~—
2| 28 80 25,62+0,62 | 11,50+0,48 | 11,26+0,99 | 54,30 +1,12 | 51,05 + 2,50
©
-E £ 5 50 2426+0,25| 642+059| 4,29+015| 3426+171| 2427+123
20 19,84 + 0,73 2,86+0,23 | 097+0,04 | 10,18 +0,94 8,59 + 0,66
c 100 16,98 +0,69 | 14,31+0,53 | 13,95+0,62 | 74,14+131 | 73,49+2382
O ~—~
a8 80 18,25+1,34 | 10,22+0,54 | 10,87 +0,48 | 54,61+4,20 | 39,18 + 1,80
e
£ 8 50 1495+061| 6,38+046| 6,18+041| 3502+142| 20,48+1,10
20 11,70+0,49 | 3,58+0,19 | 1,06+0,03 | 1496+1,02 | 10,19 +0,41

De forma similar, a analise para o bacuri amarelo (mesocarpo) mostrou em

termos de valor-p, que o tipo de solvente e 0 método de extracdo afetam de forma

significativa os percentuais de rendimento, fendlicos e flavonoides obtidos, assim

como é considerado significativo o efeito da interacdo entre o solvente e o0 método

de extracdo. A matriz apresentada na Tabela 23 apresenta uma correlacdo negativa

entre os erros das variaveis fendis e rendimento, porém ainda considerada pequena.

Desta forma, pode-se optar também por analises individuais.
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Tabela 23: Matriz de correlacdo dos erros referentes ao Bacuri amarelo (mesocarpo).

Flavonoides  Fenois  Rendimento DPPH ABTS
Flavonoides ~ 1.0000 -0.0104 0.1124 0.2391 -0.0035
Fenois -0.0104 1.0000 -0.3430 -0.0510 0.0334
Rendimento  0.1124 -0.3430 1.0000 -0.0862 0.0992
DPPH 0.2391 -0.0510 -0.0862 1.0000 -0.0684
ABTS -0.0035 0.0334 0.0992 -0.0684 1.0000

Os rendimentos apresentaram variagao alta, de 36,63 + 0,55% na MQ (100%)
até 11,70 £ 0,49% na SA (20%) (gréfico 17). Em relacdo ao pH, o solvente neutro foi
mais extrativo que o solvente ativo. Nas maceracoes, a temperatura exerceu uma
forte influéncia no poder extrator do solvente etanol, sendo a MQ a metodologia que

mais conseguiu extrair substancias.
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Gréfico 17: Interagdo solvente-método no percentual do rendimento dos extratos brutos do
mesocarpo de P. insignis.

A medida que a quantidade de etanol foi diminuindo em relagdo a de agua,
esse efeito ia sendo minimizado, ao ponto de que na propor¢cdo de 20% as duas
maceragOes apresentaram resultados semelhantes. Concomitante com esse efeito,
a capacidade de extracdo foi sendo minimizada e o rendimento diminuindo. De
forma geral, houve uma diferenca consideravel entre os rendimentos na interacéo
solvente e método de extracdo, exercendo influéncia significativa segundo a analise

de variancia (p<0,05).
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Os resultados encontrados para esta matéria prima assemelham-se aos

encontrados para as sementes de E. precatoria. A extracdo das substancias

fendlicas e flavonoidicas tiveram um decréscimo percentual ao ser acrescentado

maiores proporcdes de agua na mistura (gréafico 18).
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Grafico 18: Gréfico de interacdo solvente-método no percentual de fendis totais dos extratos brutos
do mesocarpo de P. insignis.

Portanto, considerando o efeito das interagbes solvente-método de extracéo,
verificou-se que a melhor combinacdo para extracdo de substancias fendlicas e

flavonoidicas é o método de maceracéo, tendo como solvente extrator o etanol.
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A analise de variancia para o percentual da capacidade de estabilizacdo dos
radicais DPPH e ABTS demonstrou que o método de extracdo nao exerceu
influéncia significativa na atividade antioxidante frente aos radicais testados. No
entanto a polaridade do solvente excerceu forte influéncia, sendo minimizada com o
aumento da polaridade. Dessa forma, segundo as ferramentas estatisticas, obteve-

se resumidamente as seguintes conclusdes:

1. Rendimento: Conclusdo: Obteve-se maior média % de Rendimento utilizando a
técnica de extracdo B (Maceracao a quente) ao nivel de etanol 100. (36.63)

2. Flavonoides: Conclusdo: Obteve-se maior média % de Flavonoides utilizando a
técnica de extracdo B (Maceracao a quente) ao nivel de etanol 100. (15.05)

3. Fenois: Conclusdo: Obteve-se maior média % de Fenois utilizando a técnica de
extracdo B (Maceragéo a quente) ao nivel de etanol 100. (15.79)

4. DPPH: Concluséo: Obteve-se maior média % de DPPH utilizando a técnica de extracao
A (Maceracdo a frio) ao nivel de etanol 100 (77,34). A média que mais se aproximou foi
utilizando o tratamento B (Maceragdo a quente) e nivel 100 (74,80); porém o teste
indica diferenca significativa)

5. ABTS: Conclusdo: Obteve-se maior média % de ABTS utilizando as técnica de
extracdo A (Maceracdo a frio), B (Maceracdo a quente) e D (ultrasson ativado), que ndo
diferiram significativamente, ao nivel de etanol 100. (A: 74.09 , B: 73.31 e D: 73.49)

Por meio destes resultados, conclui-se que assim como na extracdo de
substancias fenodlicas e flavonoidicas, o solvente etanol é o fator preponderante,
tendo as diferentes metodologias pouca influéncia no resultado da capacidade de

sequestro destes radicais.

5.9.4 Bacuri (P. insignis) — epicarpo

Avaliando os resultados em termos de valor-p, concluimos que o tipo de
solvente e 0 método de extracdo afetam de forma significativa os percentuais de
rendimento, fendlicos e flavonoides obtidos do extrato do Bacuri amarelo

(endocarpo). Também é considerado significativo o efeito da interagdo entre o




solvente e 0 método de extracao.
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O resumo dos resultados encontrados na

otimizacao de epicarpo de P. insignis podem ser verificados na tabela a seguir:

Tabela 24: Resumo dos resultados das andlises de otimizacdo do epicarpo de

bacuri
sp | método | Propor¢édo | Rendimento Fenois totais | Flavonoides | DPPH (%) ABTS (%)
EtOH:H20 | (%) (%) totais (%)

e 100 10,90+0,26 | 651+041| 285+015| 52,14+223 | 54,89 +1,92
=9 80 17,32+0,56 | 547+0,25| 203+0,11| 3456+1,78 | 32,90 +1,08
S 50 1579+0,76 | 3,56+022| 1,04+0,09 | 1547+1,00| 14,69 +0,96
= 20 8,85+029| 357+0,18| 0,68+0,04| 5,07+0,39 9,08 + 0,59
RER 100 12,69+053 | 7,02+031| 397+023| 53,36+237 | 5858+262
3| €5 80 14,47+0,83 | 5154037 | 237+0,16| 3884+1,94 | 38,87+0,42
gl g3 50 1338+058 | 4,70+0,26| 100+0,09 | 2505+1,54 | 17,15+1,06
el|== 20 10,66 +0,59 | 4,400,227 | 0,61+0,04 | 13,08 +1,03 9,12 + 0,44
% s - 100 4,84 +0,23 714+0,39 | 695+0,30 | 53,77+1,75| 56,44+0,36
2] 2= 80 7,80+038| 624+023| 4,92+0,20| 46,00+2,33 | 39,99 + 1,59
o | 2E 50 10,94+0,69 | 535+029| 299+0,16 | 30,06+2,35 | 18,17 +0,68
20 13,73+0,74 | 3,27+015| 0,57+0,04 | 12,23+0,71 7,81 % 0,54
c 100 6,40+039| 7,22+016| 651+0,39 | 5591+0,86| 60,23+2,52
23 80 7974007 | 662+031| 358+0,25| 4263+2,89 | 41,75+248
‘_g“ 8 50 10,72+0,32 | 658+0,32 | 292+025| 30,52+0,75| 22,08+1,23
20 13,19+0,87 | 4,02+0,08| 059+003| 1465+093 | 11,00+0,84

A matriz de correlacdo parcial dos erros (residuos) obtidos para o conjunto de

variaveis respostas (rendimento, fendlicos, flavonoides) mostrou que as correlacdes

eram fracas indicando que a vantagem da analise multivariada era pequena e que

analises individuais para o % de rendimento, % de fendlicos e % de flavonoides

deveriam ser realizadas usando um delineamento de experimento fatorial simples.

Tabela 25: Matriz de correlagcéo dos erros referentes ao Bacuri amarelo (endocarpo).

Flavonoides Fendis Rendimento DPPH ABTS
Flavonoides 1.0000 -0.0021 0.1067 0.1312 0.2697
Fenois -0.0021 1.0000 0.1552 -0.1947 0.3763
Rendimento 0.1067 0.1552 1.0000 0.0352 0.1225
DPPH 0.1312 -0.1947 0.0352 1.0000 0.0299
ABTS 0.2697 0.3763 0.1225 0.0299 1.0000
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Os rendimentos apresentaram uma grande variacdo, de 14,47 + 0,83% na
proporcdo de 80% na MQ, até 6,40 + 0,39% na metodologia de sonicacdo com
solvente etanol. O comportamento nas duas metodologias foi visivelmente diferente
(grafico 19). Nas extracOes utilizando sonicacéo, observou-se uma linearidade (reta),
enquanto que nas extracdes em maceragdo formou-se uma curva com as diferentes

proporc¢des de solvente.

O poder extrator no solvente alcéolico estava maior nas maceracdes e a
medida que este foi sendo minimizado, houve uma inversdo ao ponto que na
proporcao de 20%, as extragdes por sonicagdo apresentaram maiores rendimentos.
Dessa forma, na analise estatistica houve uma diferenca consideravel entre os

rendimentos, tanto da metodologia quanto no fator solvente (p>0.05).
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Gréfico 19: Grafico de interacdo solvente-método no percentual de rendimento dos extratos brutos do
epicarpo de P. insignis.

O perfil dos resultados para a extracdo das substancias fenolicas e
flavonoidicas foi muito diferente. Na extracao de fendis totais as metodologias (com
excecdo da proporcdo de 50%) apresentaram variacdo moderada. Porém na

extracdo de substancias flavonoidicas as diferentes metodologias de extracao
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apresentaram diferencas significativas (p>0.05). Enquanto MF extraiu 2,85 + 0,15%,
SN extraiu mais que o dobro (6,51 = 0,39%). Essa variacéo foi sendo minimizada a

medida que a proporc¢ao de 4gua ia sendo maior que o etanol.
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Gréfico 20: Gréfico de interacdo solvente-método no percentual de fendis totais dos extratos brutos
do epicarpo de P. insignis

Observou-se dessa forma que o método de extracdo isoladamente exerce
influéncia significativa maior na extracdo de flavonoides que em fendlicos e que o
tipo de solvente afeta moderadamente os resultados das extracdes. Dessa forma,
conclui-se que no epicarpo de bacuri as interacbes solvente-método afetam
significativamente os resultados de extracdo das substancias bioativas (p<0.05) e
gue a melhor combinacéo para extracdo de substancias fendlicas e flavonoidicas é o

método de sonicagdo em etanol.
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A analise de variancia para o percentual de capacidade de estabilizacdo dos
radicais DPPH e ABTS demonstrou que o método de extracdo isoladamente nao
exerceu alteracdes consideraveis na atividade antioxidante frente aos radicais
(p>0.05), sendo decrescente com a diminuicdo do solvente etanol nas proporcdes.
Por meio destes resultados, conclui-se que para o efeito das interacdes solvente-
método de extracdo, o fator diferencial € o solvente etanol, ndo tendo as
metodologias influéncia significativa. Dessa forma, segundo as ferramentas

estatisticas, obteve-se resumidamente as seguintes conclusées:

1. Rendimento. Conclusdo: Obteve-se maior média % de Rendimento utilizando a
técnica de extragdo A (Maceracao a frio) ao nivel de etanol 80. (17.32)

2. Flavonoides. Concluséo: Obteve-se maior média % de Flavonoides utilizando a
técnica de extragdo C (ultrasson neutro) ao nivel de etanol 100. (6.95)

3. Fenois. Concluséo: Obteve-se maior média % de Fendis utilizando a técnica de
extracdo D (ultrasson ativado) ao nivel de etanol 100. (7.22)

4. DPPH. Concluséo: Obteve-se maior média % de DPPH utilizando a técnica de
extracao D (utrasson ativado) ao nivel de etanol 100. (55.91)

5. ABTS. Conclusdo: Obteve-se maior média % de ABTS utilizando a técnica de

extracao D (utrasson ativado) ao nivel de etanol 100. (60.23)
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5.10 CARACTERIZAC}AO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma ferramenta eficiente para ser aplicada no
monitoramento de processos de extracdo devido a sua alta sensibilidade e
seletividade (Croti et al., 2006). Neste trabalho utilizou-se dessa técnica para
avaliar o perfil dos extratos brutos a fim de contribuir para a selecdo do método de
extracdo mais adequado para os compostos fendlicos.

Foram analisados os seguintes extratos: E. precatoria, E. oleracea e P.
insignis (mesocarpo e epicarpo), originados das quatro metodologias de extracao
(MF, MQ, SN e SA). Foi selecionado apenas o melhor solvente extrator para a
comparacdo do método de extracdo. Os critérios para a selecdo foram os
resultados de atividade antioxidante e obtencdo de fracBes fendlicas. Dessa
forma, selecionou-se os 16 extratos etandlicos.

Todos os extratos foram analisados no espectrometro de massas nas mesmas
condi¢cdes de andlises, com ionizacdo electrospray no modo negativo e positivo,
porém oS espectros positivos apresentaram melhores resultados. A andlise de
estruturas de flavonoides é realizada mais frequentemente no modo positivo, devido
ao fato do modo negativo ser considerado mais complexo e de dificil interpretacéo.
Altas energias de colisdo sdo necessarias para gerar uma fragmentacdo adequada
no modo negativo, e algumas vezes, ions diagnésticos na determinacéo estrutural
estdo ausentes (Saldanha, 2013).

Essa técnica mostrou ser uma ferramenta rapida e eficiente para a
caracterizacao qualitativa das misturas presentes nesses extratos. Os espectros de
massas dos extratos brutos dos métodos utilizados e a intensidade dos principais

picos serdo apresentados conforme a matéria prima.



5.10.1 Perfil das extracdes de BAE por espectrometria de massas

123

O perfil dos espectros apresentou similaridade entre os picos majoritarios,

destacando-se os ions 203, 360, 522 e 550 m/z nas quatro metodologias (figura 27).
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Figura 27: Espectro do perfil das extrac6es de BAE por espectrometria de massas.
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As metodologias de extracdo ndo alteraram significativamente a extracdo dos
compostos majoritarios presentes no epicarpo de bacuri. Comparando-as, nas
extracbes em ultrasson, observou-se uma intensidade maior nos picos 522 e 550
m/z que os encontrados em maceracdo. A intensidade dos picos majoritarios é

apresentada na tabela 26.

Tabela 26: Intensidade dos picos majoritarios (m/z) das extracdes de BAE.

Métodos Modo positivo de ionizacao (%) Modo negativo de ionizacao %)
181 203 338 360 522 550 215 295 325
MF 44 100 32 35 27 32 32 6 7
MQ 28 100 22 17 28 32 36 10 11
SO 20 100 16 16 45 46 22 6 9
SA 16 100 26 46 39 53 20 10 22

Entre as metodologias, a SA foi a que apresentou maiores particularidades,
como o aumento da intensidade do pico 360 e dos picos nas areas entre 600 e 650
m/z. Picos com massas moleculares altas, como os detectados nessas areas podem

significar a presenca de substancias glicosiladas ou polimeros.

Segundo Siqueira et al. (2003) os 6rgados vegetais podem ser recobertos por
ceras epidérmicas constituidas por misturas complexas de compostos de cadeias
longas (> C18), tais como acidos graxos, hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres, compostos alifaticos polinucleares e compostos fendlicos, que
podem apresentar massas moleculares altas como a cutina, suberina, celulose,
lignina e outros biopolimeros. Segundo a literatura os picos 203 e 219 m/z séo
caracteristicos de fragmentacdes de substancias triterpénicas, como em olean-12-

en-28-ato de metila e ursa-12-en-28-ato de metila.
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O extrato etanolico do epicarpo de bacuri apresentou coloracdo amarela, e
consisténcia de graxa, assemelhando-se a caracteristica de extratos ricos em
substancias apolares, confirmando a possibilidade da presenca moléculas

terpénicas.

Foi detectado em intensidade baixa a massa correspondente a xantona 1,3,5,6-
tetraidroxi-2,2-(2-metilbuta-3-eno-2-il)-7-(3-metilbuta-2-enil)xantena-9-ona,  descrita
nas sementes. As outras substancias descritas nas outras partes [sementes, polpa e
casca (mesocarpo)] relatadas na literatura como TG1 ndo foram detectadas nesses
extratos. O pico 181 m/z caracteristico da presenca de acido caféico foi detectado

na ionizacao (figura 28).

Ho |

HO

181 m/z
Figura 28: acido caféico

Os picos com ions pares indicam a presenca de substancias com massa
moleculares impares, como as substancias contendo nitrogénio, como os picos 290,
360, 478 e 550. Devido a isso, testes cromatograficos sédo Uteis e auxiliardo na

identificacdo das classes presentes nos picos principais.
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5.10.2 Perfil das extracdes de BAM por espectrometria de massas
Os picos 243, 271, 603 e 625 m/z foram observados com abundéncia relativa

em todas as extracdes realizadas independente do método utilizado (figura 29).
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Figura 29: Espectro do perfil das extrac6es de BAM por espectrometria de massas

As metodologias de extracdo apresentaram semelhante perfil entre as
extragbes MF, MQ e SN. A extragdo com solvente ativo (acidificado), entretanto,

apresentou ionizacdo dos picos com intensidade diferente. Houve um aumento no
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pico 271 m/z e diminuicdo de 603 e 625 m/z. A intensidade dos picos majoritarios é

apresentada na tabela 27.

Tabela 27: Percentual da intensidade dos picos majoritarios das extracdes de BAM
por espectrometria de massas.

] modo positivo de ionizacao modo negativo de ionizacao
métodos
243 | 257 271 285 603 625 191 219 339
MF 32 26 14 10 92 100 20 16 7
MQ 18 10 8 14 100 96 10 7 10
SO 26 24 6 4 64 100 48 20 8
SA 30 32 100 36 40 56 45 43 36

Entre os parametros estudados (temperatura e pH), ndo existiu diferenca
consideravel nos teores de flavonoides totais e na capacidade antioxidante
analisadas nos métodos espectrofotométricos. Porém, o perfil cromatografico por
espectrometria de massas apresentou alteracdes conforme a acidez do meio.

Em flavonoides como as antocianinas, o pH é o fator que mais influéncia nas
extracBes, visto que, em funcdo de sua acidez ou alcalinidade, estas podem
apresentar diferentes estruturas (Lee et al., 2005; Bordignon Jr et al., 2009). Assim,
a espectrometria de massas sendo uma técnica de alta sensibilidade possibilitou a
deteccdo de ions e a comparacéao das diferengas originadas nas metodologias.

Uma das alteracbes comumente descritas na literatura € a quebra da ligacdo
do acucar ligado ao flavonoide devido a acidez do meio. Esse pode ser um dos
motivos da diminui¢cdo na intensidade dos picos com valores maiores, como 603 e
625, e aumento de picos menores como 271 m/z (Sani et al., 2012).

Na ionizacdo no modo negativo, detectou-se os ions de 311 e 339 m/z, que
segundo descrito por Chen et al. (2012) podem estar relacionados com as massas

do &cido tartarico e do &cido cafeoil-D-glicose respectivamente. Outros picos
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caracteristicos de fendlicos foram 229 e 271 m/z correspondentes as estruturas de
resveratrol e pelargonidina no modo positivo e 311 e 553 m/z correspondentes ao

acido caftarico e clorogénico respectivamente (figura 30).

OH CH4
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//O
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HO OH O  OH
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e) HO OH
| HO | |
H =
OH @)
acido clorogénico acido caftarico
553 m/z 311 m/z

Figura 30: Estrutura das substancias correspondentes aos ions moleculares detectados nos
extratos de BAM
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O perfil espectrométrico dos constituintes majoritarios das extracdes

apresentou os picos 319, 337 e 386 m/z como 0s mais intensos nos métodos

utilizados (figura 31).
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Observou-se que o perfil das extracdes foi semelhante, apresentando
picos caracteristicos de substancias fendlicas, tais como m/z 284, 297, 301 e 319

(tabela 28).

Verificou-se a diminuicdo dos picos com maiores massas m/z 633, 615 e 509
na metodologia SA, acontecimento que foi encontrado constantemente nas
metodologias &cidas descritas nesse trabalho. Em SN, houve uma intensidade maior
no pico 360 m/z em comparagdo com as outras metodologias. As maceragdes (MF e

MQ) apresentaram picos com intensidades equivalentes.

Tabela 28: Percentual da intensidade dos picos majoritarios das extraces de E.
precatoria por espectrometria de massas.

Métodos Modo positivo de ionizagéo Modo negativo de ionizacao
284 301 319 337 360 365 255 313 325
MF 16 20 42 100 38 50 20 12 5
MQ 14 18 58 100 38 50 12 14 10
SO 30 20 65 100 68 40 20 10 6
SA 2 16 30 100 38 50 14 12 12

Detectou-se picos com m/z 319 no modo positivo correspondente ao acido
fendélico caurandico no modo negativo, m/z 227, 255 e 311 analogo a massa de
resveratrol, acido piscidico e caftarico. Acidos fendlicos sdo comumente descritos

como substancias detectadas na polpa de E. precatoria.

Os picos de m/z 567 correspondente a antocianina cianidina-3-rutinosideo que
caracteriza a polpa de acai foi detectada, porém em uma intensidade mediana,
enguanto o pico m/z 465, equivalente a cianidina-3-glicosideo nao foi visualizada. Os
outros picos caracteristicos de substancias flavonoidicas foram m/z 301 e 311 (figura

32).
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Figura 32: Estrutura das substancias com massas caracteristicas de picos detectados nas extracdes

de E. precatoria
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5.10.4 Perfil das extracdes de E. oleracea por espectrometria de
massas

As extracBes em E. oleracea apresentaram como pico majoritario em todos os

meétodos (m/z 360). Os outros picos observados com abundancia relativa foram 213,

301e 625 m/z (figura 33).
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Figura 33: Espectros do perfil das extracdes de E. oleracea por espectrometria de massas.
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Embora o perfil das extracdes seja semelhante, a maceracdo a frio
apresentou maior intensidade nos picos m/z 203 e 301 e uma intensidade inferior no
pico m/z 550 em relagcdo aos outros trés métodos. A intensidade dos picos
majoritarios é apresentada na tabela 29. Outros picos com maiores intensidades

foram detectados na MF e tal fato pode explicar o fato dessa metodologia apresentar

0s maior rendimento entre os extratos etandlicos.

Tabela 29: Percentual dos picos majoritarios das extracdes de E. oleracea por
espectrometria de massas.

métodos modo positivo de ionizagéo modo negativo de ionizagéo
203 | 301 | 360 |413 |531 |550 311 325 339
MF 66 |94 100 |38 80 28 16 27 20
MQ 18 |20 100 |32 24 48 10 16 13
SO 25 |24 100 |32 40 62 10 8 6
SA 16 |44 100 |26 30 89 10 12 8

O perfil do extrato das sementes de E. precatoria e E. oleracea também
apresentaram similaridades, assim como descrito por Pacheco-Palencia et al. (2009)
em que constituintes foram detectados em ambas as polpas. Nesse trabalho os
picos similares foram m/z 203, 338, 360, 522 no modo positivo e 311 e 339 no modo
negativo.

A polpa de E. oleracea é -caracterizada quimicamente por apresentar
flavonoides, porém nas sementes, esta classe ndo foi preponderante na
quantificacdo espectrofotométrica. Os picos das substancias comumente majoritarias
na polpa ndo foram detectadas com elevada intensidade (m/z 567 e 654). Os
flavonoides com massas correspondentes foram m/z 301 e 227, correspondentes a
peonidina e resveratrol. No entanto, muitos picos com massas correspondentes aos
acidos fendlicos foram detectados com elevada intensidade, destacando m/z 338,

255, 311 e 353 equivalentes aos acidos cumaroilquinico, acido 4-hidroxi-3,5-

dimetoxibenzadico, caftarico e clorogénico, respectivamente.
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5.11 CARACTERIZACAO QUIMICA POR DESI-EM EM HPTLC.

A caracterizagcdo quimica das sementes de acai foi realizada por
espectrometria de massas utilizando ionizacdo por dessor¢cdo de spray de elétrons
(DESI-EM) em cromatografia em camada delgada de alta eficiencia eluida em duas
dimensdes. A imagem Optica UV apés a primeira eluicdo e a segunda dimensao
pode ser visto na figura 34. A segunda dimenséao é utilizada para tentar melhorar a
separacdo de compostos que apos a primeira eluicdo ndo apresentou um bom

resultado.

A

Solvent mixture |

>

Solvent mixture 11

Figura 34. Imagem 6ptica em em HPTLC-UV de compostos de extrato de E. precatoria
100 mg/mL. (A) Imagem apo0s a eluicdo com a mistura de solvente | para cima. (B) Imagem
apos a eluicdo utilizando a mistura de solventes | para cima seguido de eluicdo usando
mistura de solventes Il para a direita. Mistura solvente | foi benzeno: acetato de etila: acido

formico (6: 3: 1) e o solvente Il foi mistura de benzeno: cloroférmio: acido férmico (3: 6: 1).
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A imagem optica em HPTLC-2D permitiu verificar a existéncia manchas
caracteristicas de substancias, onde na primeira eluicdo parecia ser apenas um
composto. Apds a imagem no UV (parte B na figura 34), na segunda dimenséo foi
confirmada a presenca de mais do que um composto da regido acima do HPTLC.

Assim, a utilizacdo da segunda dimensdo aumentou a separacdo dos compostos.

Apos a analise cromatografica, foi realizado a analise espectrométrica com
DESI-EM, afim de obter informac8es quimicas sobre a razdo massa/carga dos ions.
A Figura 35 mostra a posicdo de cada massa/carga detectada com diferenca
suficiente para formar uma imagem apds a separacdo 2D em HPTLC nos modos

positivo (A) e negativo (B).
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Figura 35. llustracdo da localizacdo dos ions detectados por DESI-MS da placa de
HPTLC 2D. (A) modo positivo. (B) Modo negativo. Mistura solvente | foi benzeno: acetato de
etilo: acido formico (6: 3: 1) e o solvente foi misture 1l benzeno: cloroférmio: acido férmico (3:
6: 1).



Depois da eluicdo da segunda dimensdo na HPTLC, foi adquirida dados
espectros de varrimento total depois, 0 que permitiu a observacdo de varios ions

com distribuicdo diferente ao longo da placa cromatografica. Por meio das analises

espectrométricas foi possivel detectar 69 ions, ilustrados a figura 36.
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R1AB_2D 219 R1AB_2D_223 R1AB_2D 238 R1AB_2D_268 R1AB_2D 297 R1AB_2D_309 R1AB_2D_321 R1AB_2D 325 R1AB_2D_331 R1AB_2D 333 R1AB_2D_ 338

-

]
R1AB_2D_343 R1AB_2D_347 R1AB_2D_349 R1AB_2D_353 R1AB_2D_361 R1AB_2D_363 R1AB_2D_371 R1AB_2D_379 R1AB_2D_381 R1AB_2D_383 R1AB_2D 384

R1AB_2D 393 R1AB_2D_425 R1AB_2D 427 R1AB_2D_431 R1AB_2D 439 R1AB_2D_467 R1AB_2D_303 R1AB_2D 515 R1AB_2D_329 R1AB_2D_543 R1AB_2D_5T1

R1AB 2D 581 R1AB 2D 587 R1AB 2D 391 R1AB 2D 599-2  RI1AB 2D 599-5 R1AB 2D 625 R1AB 2D 627 R1AB 2D £31-6 R1AB 2D 835 R1AB 2D 639 R1AB 2D B33
Figura 36. lons detectados por DESI-EM de E. precatoria.
A elucidacao dos componentes esta em andamento, mas algumas substancias
fendlicas comumente encontradas em frutos amazoénicos e ja descritas na polpa
deste fruto puderam ser detectadas. Alguns ions caracteristicos dessas substancias

estdo inseridas na tabela a seguir:
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Tabela 30: Sugestdo das substancias presentes em Euterpe precatoria por
espectrometria de massas (DESI-EM).

ion MS/MS sugestdes Referéncia
179 | 161, 135 Acido cafeico
187 | 169, 125 Acido 2-hidroxiterpenilico Claeys et al.,2009
191 | 173, 127, 93, 85 acido quinico Bastos et al., 2007
193 | 134 acido ferulico
199 | 171, 124, 155 Acido graxo Ryhage and Stenhagen, 1960
203 | 185, 157, 141 flavonoide aglicona
227 | 199, 183, 155 flavonoide aglicona Kang et al., 2007
253 | 225, 209, 179, 165 Crisina Fabre et al., 2001
256 | 228, 224, 212, 171 isoflavona Kang et al., 2007
263 | 137, 119 Acido cumarico
271 | 253, 225, 209 Crisina Fabre et al., 2001
279 | 235, 243, 217, 205 Derivado de acido cafeico Wu et al., 2009
281 | 263, 237, 219, 193 Acido oleico Rincon et al., 2012
295 | 251, 183, 171, 155 isoflavona Kang et al., 2007
299 | 253, 281, 237 crisoeirol
311 | 293, 275, 179, 197, Acido caftarico

183, 171, 201
315 | 279, 171 isorhamnetina, petunidina
329 | 311, 293, 201, 171 Acido graxo
339 | 321, 277, 183 Acido graxo
423 | 405, 379, 361, 295 Flavonoide glicosinado
477 | 459, 433, 415, 295 Petunidina Hexose
555 | 299, 255, 225, 165 Derivado de luteonina Pereira et al., 2012
509 | 281, 491, 465 Acido graxo — dimero
511 | 283, 493, 311 Acido graxo — dimero
535 | 491, 517, 445, 279, antocianina Schutz, 2006

255
609 | 391, 313, 311, 297 Dimero de catequina
610 | 566, 592, 311, 297 Acido graxo — dimero
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O aproveitamento de residuos € uma necessidade antiga, principalmente nos
grandes centros e em empresas com grande volume de producdo. Na Amazobnia
esses materiais vegetais ndo recebem praticamente nenhum tratamento antes de
serem jogados nos rios. As inovacdes desta tese buscaram abordagem para o
aproveitamento dessas matérias primas. Os residuos de extrativismo vegetal, seja
ele realizado em pequenas comunidades ou em empresas que comercializam para o
mercado internacional, provocam um problema ambiental sério, que vem causando
mortandade de peixes e acumulo de substancias toxicas no ambiente. Encontrar
uma destinacdo adequada para estes residuos que nao seja agressivo ao meio
ambiente € uma meta que pode ser alcancada através dos estudos quimicos,
biolégicos e farmacologicos. Por meio dos resultados obtidos neste trabalho foi
possivel obter uma caracterizacdo das cascas e sementes de frutas amazbnicas
consideradas residuos das industrias de fruticultura e a partir dos dados analisados
neste trabalho, conclui-se que:
> As cascas e sementes de frutos amazbnicos apresentaram elevada
quantidade de fendlicos e flavonoides totais, substancias que sdo consideradas
bioativas, podendo tornar-se matéria prima na industria.
> Os extratos de cascas de uxi e tucuma e as sementes de acerola, bacurizinho
e carambola apresentaram a maior capacidade de inibicdo enzimatica com boa
correlagado entre as enzimas a-amilase, lipase e glicosidase;
> As espécies que apresentaram maiores percentuais de fendlicos totais foram:
casca de piquia, sementes de acai, casca de bacuri, casca da semente de castanha

do Brasil e casca de ing4, tanto nos extratos etanolicos, quanto hidroalcodlicos.
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> Os extratos com maior potencial fotoprotetor foram piquia (casca e polpa),
com picos de absorcdo de 298nm (2,822) e 297nm (2,747), respectivamente e a
semente de bacurizinho, com Amax de 325 (1,250).

> Na otimizacdo da extracdo de substancias fendlicas, o tipo de solvente e o
meétodo de extracdo afetaram de forma significativa os percentuais de rendimento,
fendlicos e flavonoides obtidos nas extracoes;

> As condicGes de extracdo mais adequadas para bacuri (mesocarpo) e acai
(Para e Amazonas), com melhores percentuais de substancias fendlicas e atividade
antioxidante, foram utilizando o método maceracdo combinado com o solvente
etanol 100%.

> O perfil dos extratos brutos obtido por espectrometria de massas das
espécies de E. precatoria e E. oleracea apresentaram picos similares. Os ions de
m/z 203, 338, 360, 522 e outros picos caracteristicos de &cidos fendlicos foram
observados em todas as extracdes. O perfil dos extratos de bacuri apresentaram
picos caracteristicos de substancias flavonoidicas, confirmando os resultados
espectrofotométricos, com picos m/z 603 e 625.

> Os extratos de cascas de bacuri foram estudados pela primeira vez quanto a
composi¢cdo quimica e ao potencial fotoprotetor e antioxidante em células e
apresentou resultados promissores que estimulam a continuacdo de estudos mais
aprofundados.

> Pela primeira vez € relatado a composicdo quimica das sementes de E.
precatoria e a caracterizacdo apresentou fendlicos destacando a presenca de
procianidinas, flavonoides e fendlicos como crisoeirol, acido ferulico, acido cafeico e

acido cumarico.
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> Nos extratos de piquia foram detectados os acidos elagico e galico como os
constituintes majoritarios e 0s extratos apresentaram uma elevada capacidade
antioxidante, tanto em testes in vitro quanto em células, potencial antiinflamatorio e
baixa citotoxicidade em células normais.

> Este estudo abre perspectivas para que novas investigagcbes envolvendo
frutos amazonicos sejam realizados, notadamente em relacdo a composicao quimica
proveniente de diferentes partes do fruto e no estabelecimento das suas

propriedades bioldgicas.
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ABSTRACT

Plant foods such as fruits play an imporiant role in human consumption, due fo their
nutritional and sensory affributes In this context the Amazon region has mumerouws fruit
species with exotic flavors, combined with various chemical substanices that are beneficial
to humean health The chemical composition of this fruits has been linked fo bengficial
activities jor the hwman body, being associafed with a lower incidence of chronic and
degenerative diseases. This chapier presenis the available literature data concerning the
antioxidant activity of Amazonian fruits and substances that are related o this activity. The
protective gffect qf these foods has beem affributed fo the presence of antioxidant
compounds such as vitaming A, C and E, carctenoids and phenolic compounds such as
Navonocides, anthocyaning and phenclic acids. Amazonian assaiand other fruifs, such as
acerola, buriti, camu camu, cqja and piguia, present the highest evidence of compounds
antioxidants. The antioxidant activity related to the polyphenols is due fo its reducing
properties and chemical structure. This allows the scavenging of free radicals or chelation
of fransition metal The resonance of the aromatic ring present in these compounds is
primarily resporsible for the formation of stable intermediate giter the reduction process
of fres radicals

EKeywords: Amazoma, Polyphenols, Antioxidant.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Acai (acai or assai) is one of the Amazon's most popular functional foods and widely used in the world.

Received 30 June 2014 There are many benefits to its alleged use in the growing market for nutraceuticals. The acai extracts have
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a range of polyphenolic components with antioxidant properties, some of those present in greater quan-
tity are orientin, isoorientin and vanillic acid, as well as anthocyanins cyanidin-3-glucoside and cyanidin-
J-rutinoside. The presence of these substances is linked mainly to the antioxidant, anti- inflammatory,
anti-proliferative and cardioprotective activities. Importantly, there are two main species of the Euterpe

imr:e" genus which produce acai. There are several differences between tll'nem‘ but they are still quite unlcnfnlwn,
Euterpe genus from !in:ral'ure to producers ar!d consumers. In this relvilew are hlghllgl‘llfl:‘d the chemical Icumposlmnn.
Polyphenols botanical aspects, pharmacological, marketing and nutrition of these species based on studies published
Pharmacological activities in the last five years in order to unify the current knowledge and dissimilarities between them.

@ 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Resumo

O bacuri ¢ um fruto muito utilizado pela populagio Amazdnica. O uso vem sendo difundido em outros
estados devido ao sabor ¢ o odor caracteristico, sendo comestivel na forma industrializada e in natura. A
utilizagdo etnofarmacologica estd relacionada a utilizagdo dos extratos de suas sementes como cicatrizante e
anti-inflamatério ¢ atualmente diversas atividades vém sendo relatadas para todas as partes deste fruto
(semente, casca ¢ polpa). A sua composi¢io quimica apresenta classes de terpenos, xantonas ¢ fendlicos
como constituintes majoritirios. Dessa forma, o interesse pelo bacuri excede a indistria de alimentos devido
ao potencial das atividades bioldgicas encontradas.

Palavras-Chave: Amazinia, bacuri, cicatrizante;
Abstract

Bacuri is a fruit commonly consumed by Amazonian population. It has been used in other states due to the
characteristic odor and taste that it presents. It has been consumed freshly or industrialized. The
ethnopharmacological use of its seeds is mainly as anti-inflammatory and currently several activities have
been reported for all parts of this fruit (seed, shell and pulp). Its chemical composition presents classes of
terpenes, xanthones and phenolic compounds as major constituents. Thus, interest in bacuri exceeds the food
industry due to the potential biological activities found.

Key-words: Amazonia, bacuri and anti-inflammatory;
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ABSTRACT

Brazil is the third largest producer of tropical fruits worldwide and the Amazon plays
an important position in the world market, presenting fruits with both exotic flavor and
taste with excellent biological properties according to a series of published scientific
studies. The large amount of waste produced by the food industry raises serious
management and environmental problems. Many of these residues, however, have
the potential to be used as raw material for new byproducts by other production
systems. Applying the biorefinery concepts, this study intend to evaluate the reuse of
some pulp, but specially seeds and shells from Amazonian fruits, residues from food
industry. Total phenolic (TP), total flavonoid (TF), DPPH and ABTS scavenging
capacity, enzymatic activity and biological activities were obtained and analyzed to
extracts from these fruits. TP and TF results varied from 2.27 to 466.59 mg GAE/g
DW and from 0.98 to 357.71 mg CE/g DW, respectively. The higher values to TP
contents and TF content were founded in seed extracts from Euterpe oleracea
collected in Eastern Amazonia region and in pulp and shell extracts from Caryocar
villosum. DPPH and ABTS results varied from 8.52 to 156.88 um/mL and from 4.43
to 192.49 pum/mL, respectively. The higher activities on DPPH and ABTS assays
were also found in pulp and shell extracts from Caryocar villosum and in seeds from
Euterpe oleracea collected in Eastern Amazonia region. The fruit skins and seeds is
presented as a good alternative for inhibiting digestive enzymes with promising results in
some cases above 60%. The results enabled us to suggest that extracting and reusing
the waste material from fruit industries in the Amazon region could be a very
interesting approach to increase the value of these materials as a way to produce
antioxidant supplements.

Keywords: Byproducts; Amazonia; Acai; Piquia; Antioxidant; Sustainability



171

Unexc 5

quimica nova

ISSN: 0100-4042 ISSN:1678-7064 on line

HPLC-DAD profile of phenolic compounds, citotoxicity, and
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fruit piquia (Caryocar villosum)

o, _OH 2

4 § Il
A S Py
T 7 \\V\/ T 6600 w66 ROS
7R PP 0860 %806
N i NN gase it
/‘\, ks o N >, sons $388 ROS
Piquia fruit HO \r “oH E o ase sges
OH =
galic acid ellagic acid Antioxidant
A ) NO’
1 - p ‘
®
| | s — e e
| 6
|

Anti-inflammatory

Time (min) l I
4B
Citotoxicity
Klenicy Kazumy de Lima Yamaguchi?, Carlos Vitor Lamarao Pereira?, Elenn Suzany Pereira

Aranha®, Rodrigo Otavio Silva de SouzaP, Patricia Danielle Almeida Oliveira®, Marne Carvalho
de Vasconcellos?, Emerson Silva Lima®, Valdir Floréncio daVeiga-Juniora*

ABSTRACT

Piquia (Caryocar villosum) is a fruit native to the Amazon region rich in bioactive substances.
Pulp, shell and seeds extracts were obtained and phenolic compounds, ellagic and gallic acids
were quantified by HPLC. Cytotoxic potential, antioxidant and anti-inflammatory activities in
vitro were also evaluated. Shell extracts showed free radicals scavenger capacity of ABTS
(ICs0: 3.93 + 0.12 ug.mL1) and DPPH (ICso: 7.81 #+ 0.34 pg.mL™Y), low cytotoxicity in human
fibroblasts and also a high anti-inflammatory potential observed by the inhibition of nitric
oxide production. At low concentrations (20 pg.mL™) excellent antioxidant activity was
verified in cellular assays, with percentages of 70.69 = 2.77%, 79.89 = 6.50% and 79.48 *
8.6% for shell, pulp and seed extracts, respectively. This set of results including, antioxidant
and anti-inflammatory capacity and low cytotoxicity, demonstrates that C. villosum fruit has a
high potential to be used in the future by pharmaceutical and cosmetic industries.

Keywords: Amazon fruit; Caryocar villosum; Antioxidant; Nitric Oxide
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Abstract. The search for sun protection has been stepped up in recent decades and the
demand for sunscreens, especially natural products that have sustainable use, has grown
continuously. In parallel, the increase in fruit consumption increases the amount of waste and
byproducts of the pulp industry, and scientific researches have proved the high amount of
bioactive substances in seeds and fruit peels. This work aimed to evaluate the photoprotective
capacity of 16 amazonian fruit parts (skins and seeds) not exploited by agribusiness. The
absorbance of ethanol, and hydroalcoholic extracts (6:4 v / v) was measured at a wavelength
between 200 and 500 nm, corresponding to regions of the ultraviolet UVA, UVB and UVC.
The extracts showed high absorption capacity, highlighting the shells piquia (Caryocar
villosum), Bacurizinho (Garcinia madruno) and Brazil nuts (Bertholletia excelsa), with
absorption peaks in the UVA and UVB region; and seed piquia, bacurizinho and acai (E.
oleracea and E. precatoria), with absorption in the UVB region. These results highlight the
potential use of residues of these Amazonian fruits for presenting sunscreen capacity,
stimulating studies for sustainable use of these raw materials.
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