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Capitulo 1- Introducao 1

1-INTRODUGAO

A pobreza e miséria sdo problemas que afetam grande parte de nosso pais.
Elas trazem consigo uma série de doencas que sdo causadas pela falta de
nutrientes necessarios para o bom funcionamento do corpo humano. Segundo
dados da FAO (Food and Agricultural Organization), 6rgao da ONU responsavel
por assuntos de agricultura e alimentacéo, pois 0 mundo parou no combate a

fome 854 milhdes de pessoas ndo tém acesso & comida suficiente, o que caracteriza a

estagnacdo da redugéo da fome no mundo.

Dentre os nutrientes indispensaveis para o ser humano estao as proteinas e
os lipidios. As proteinas desempenham papel no controle do metabolismo,
catalise de reagdes ou mesmo a sustentacao estrutural de tecidos e os acidos
graxos, especialmente os insaturados, que nao sao sintetizados pelo homem,
tém importantes fungdes antioxidantes, cardioprotetora, antiinflamatéria, entre

outras.

O fornecimento de uma fonte de proteina alimentar de boa qualidade, com
baixo custo e oferta regular, que possa suprir as necessidades da populagéo
mundial, € um problema que se acentua a cada momento, principalmente nas

regides mais carentes.

O homem ¢€é capaz de sintetizar acidos graxos saturados e
monoinsaturados, porém, os poliinsaturados devem ser obtidos através da dieta
de vegetais, denominados acidos graxos essenciais, destacando-se os da série
omega, tais como o acido linolénico (da familia w3) e o acido linoleico (da
familia w6). Estes &cidos graxos, principalmente os da série omega,

desempenham importantes funcdes por serem potencialmente antioxidantes.

O Nordeste brasileiro é considerado como regido onde as condicdes
climaticas adversas prejudicam o desenvolvimento das atividades na

agropecuaria, gerando caréncias, principalmente as nutricionais, que acometem
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parte de sua populacao. A situacdo se estende também aos rebanhos criados,
cuja baixa produtividade deve-se ao manejo alimentar, sanitario e reprodutivo
deficiente.

Na Regido Nordeste vem se desenvolvendo um importante setor da
agropecuaria, a fruticultura. Nos ultimos anos, vem-se observando, de uma
maneira geral, um processo de profissionalizagdo, caracterizado pela exploracéao
de areas mais extensas, pela utilizacao da irrigacdo e pelo incremento de novas
tecnologias, visando a elevadas e qualitativas producdes de frutos. Em resposta a
esse avanco, o numero de agroindustrias instaladas por toda a regidao tem
aumentado significativamente, gerando um incremento na produgédo de residuos
agroindustriais nao utilizdveis na alimentacdo humana, que podem ser
aproveitados na dieta animal, tornado-se importante fator de barateamento nos
custos de producdo. Atualmente, a producdo de frutas destina-se atender a
demanda por frutas frescas, no entanto, existe uma tendéncia mundial para o
mercado de produtos transformados, como conservas, sucos, geléias e doces.
Entretanto, nos paises em desenvolvimento, como € o caso do Brasil, as perdas
pds-colheita de frutas frescas sdo estimadas na ordem de 20 a 50%. Em geral,
calcula-se também que, do total de frutas processadas, sejam gerados, na
producdo de sucos e polpas, 40% de residuos agroindustriais para as frutas
manga, acerola, maracuja e caju. Atualmente, as agroindustrias investem no
aumento da capacidade de processamento, gerando grandes quantidades de
subprodutos, que em muitos casos sdo considerados custo operacional para as
empresas ou fonte de contaminagdo ambiental.

A acerola, goiaba, manga, mamao, maracuja, caju (pseudofruto) e banana
respondem por 69,6%; 19,8%; 49,71%; 52,4%; 44%; 96,5% e 37,4% da producéo
nacional. [LOUSADA, 2006]

A Regiao Nordeste apresenta grande importancia no cultivo da maioria das
espécies frutiferas tropicais, figurando entre as principais o0 abacaxi, abacate,
banana, caju, coco, mamao, manga, maracuja, uva, acerola e goiaba.

As sementes das frutas utilizadas no processamento de polpa, sucos e outros
produtos, sdo descartadas e pode estar havendo um desperdicio desta possivel
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fonte de nutrientes por parte de mais de uma centena de industrias somente
no estado do Cearad. As sementes de oleaginosas sao fontes promissoras de
acidos graxos insaturados e proteinas, uma vez que estes nutrientes sdo de

extrema importancia ao organismo humano.

Objetivou-se neste trabalho avaliar o potencial lipidico, protéico e determinar
capacidade antioxidante e realizar um estudo fitoquimico de residuos de quatorze
espécies gerados por industrias de processamento e producao de conservas de
frutas do estado do Ceara, haja visto ndo ter sido encontrado na literatura
cientifica tais dados para as amostras estudadas.

Em uma segunda etapa do trabalho, o CO; no estado supercritico foi utilizado
na extragdo seletiva de metabdlitos secundérios das sementes de Passiflora
edulis. Utilizou-se para este fim extracdo convencional com solventes no estado
liquido e CO2 no estado supercritico.

Com os resultados deste trabalho espera-se possibilitar o aproveitamento

racional dos residuos gerados pelas industrias de processamento

Lima, L. B.
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2- CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS ESPECIES E
TECNICAS EMPREGADAS

2.1-CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS ESPECIES ESTUDADAS

ABACAXI (Ananas comosus L.)

O abacaxizeiro, familia das Bromeliaceas, € uma planta de pequeno porte,
podendo atingir 80 cm de altura. Folhas longas e duras, dispostas
espiraladamente, partindo da base, formando uma roseta. Possui flores pequenas,
de coloracao résea a roxo-purpurea, que surgem aglomeradas em uma haste,
formando uma espiga que se desenvolvera originando a fruta do abacaxi [BRAGA,
1976]

O abacaxi € um conjunto dos pequenos frutos que formam sua estrutura de
forma ovoide, ou seja, aquilo que se costuma considerar como uma fruta inteira,
Unica, na verdade € um conjunto de uma ou duas centenas de pequenos frutos
aglomerados em torno de um mesmo eixo central. Cada "olho" ou 'escama” da
casca do abacaxi € um fruto que cresceu a partir de uma flor, fundindo-se todos os
frutos em um grande corpo, chamado infrutescéncia, no topo do qual se forma a
coroa de folhas duras e de coloracao verde intensa denominadas bracteas. A
haste interna do abacaxi é envolta pela suculenta polpa que é comestivel. Esta
polpa é refrescante e cheia de caldo, sendo usada para produg¢do de compotas,
doces cristalizados, geléias, sucos, sorvetes, entre outros produtos.

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de abacaxi, sendo que as
principais plantagdes estao localizadas na regido Nordeste do pais, notadamente
no Estado da Paraiba [AMARAL, 2001].

AMEIXA ( Prunus domestica L. )

A ameixeira pertence a familia das Rosaceas a ao género Prunus, com
diversas espécies, ha portanto grande variedade de ameixa. As mais conhecidas

sao: a vermelha, a amarela e a roxa. Elas tém tamanhos diferentes, podendo ser

Lima, L. B.
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pequenas como uma cereja ou grandes como um ovo de galinha. A ameixa é uma
fruta com caroco, de sabor doce, ligeiramente mais acida na parte da polpa
préxima ao carogo. Pode ser consumida fresca, seca ou na preparacao de geléias
e outros tipos de doce. A ameixa seca tem varias aplicacdes: em caldas, sorvetes,
pudins, musses, bolos, tortas, refrescos e licores. Além disso, combina muito bem
com pratos salgados [GRELLMANN, 1993].

O o6leo extraido do nucleo das sementes de ameixa apresenta toxicidade
seletiva para insetos como Tribolium castaneum, Sitophilus oryzea, Rhyzopertha
dominica e Callosobruchus analis. Estas fracbes mostraram atividades
antifungicas contra Trichphyton longifusus, Candida albicans, Aspergillus flavus,
Microsporum canis, Fusarium solani e Candida glabrata [AHMED, 2007].

A ameixa tem alto valor nutritivo, rica em agucar, sais minerais (calcio, fosforo
e ferro) e algumas vitaminas. E um étimo alimento, pois funciona como laxante
natural. O carogco da ameixa mede aproximadamente 10cm de comprimento e
apresenta um forma ovoide achatada, sendo composto por uma améndoa coberta
por uma casca dura [BRAGA, 1976].

CIRIGUELA (Spondias purpurea L.)

A ciriguela, pertencente a familia Anacardiaceae, é uma drupa elipsodial de
3 a 5 cm de comprimento, pesando de 15 a 20g, lisa e brilhante, com o epicarpo
firme. Apresenta uma boa qualidade nutritiva bem como aroma e sabor agradavel,
sendo muito apreciada na forma de polpas, sucos, doces, néctares, picolés e
sorvetes [BRAGA, 1976].

Sua forma de propagacado, como a maioria das fruteiras tropicais, ocorre
pelos métodos sexuais e assexuais. O endocarpo, comumente chamado de
caroco, é utilizado como semente na propagacao sexual, porem algumas selecdes
de ciriguela ndo produzem graos de poélen férteis e nem sementes viaveis
[SOUZA, 1998].

Lima, L. B.
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GOIABA (Psidium guajava L.)

Pertencente a familia das Mirtaceas, a goiabeira é originaria das Américas
Centrais e do Sul, cultivada em todos os paises tropicais, sendo bem conhecidos
seus dois tipos mais comuns, a goiabeira-vermelha e a goiabeira branca. O fruto é
uma baga globosa. Internamente, apresenta um mesocarpo de textura firme e
quatro a cinco l6culos, cheios por uma massa de consisténcia pastosa, onde estao
numerosas sementes. Estas sementes sdo pequenas possuindo uma forma
levemente arredondada [BRAGA, 1976].

A goiaba, além de consumida crua ou natural, tem aplicacées comerciais
como a goiabada, geléia, pasta, fruta em calda, puré, alimentos para criancas,
base para bebidas, refrescos, sucos, xaropes, vinhos e outros. A fruta é
excepcionalmente rica em vitamina C, superando o conteludo nos sucos citricos.
Por isso, também sao utilizadas como aditivos para outros sucos e purés,
fortificando-os em vitamina C [MEDINA, 1978].

A presencga de taninos, 0leos essenciais, quercetina e rutina sao citadas
para sua composicao quimica, mas seu principio ativo ainda nao esta bem
definido [MATOS, 2000].

As longas experiéncias populares, aliadas aos resultados da experiéncia
cientifica permitem recomendar o cha dos brotos da goiabeira-vermelha no
tratamento das diarréias como medicacao antiinfecciosa e reidratante. O cha pode
também ser usado em bochechos e gargarejos no tratamento de inflamacgdes da
boca e da garganta [MATOS, 2000].

O o6leo de goiaba é uma boa fonte de acido linoleico, como acido graxo
essencial, podendo ser utilizado com vantagens nutricionais, misturando-o com
outros 6leos comestiveis de alta saturacdo para resultar num novo 6leo com
valores nutricionais modificados [KOBORI, 2005].

MAMAO (Carica papaia L.)
O mamoeiro, familia das Caricaceas, € uma fruteira bastante cultivada
principalmente em paises de clima quente como no Brasil. Os frutos sao
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consumidos maduros ao natural ou com aglcar, e verde em doces,
industrializados ou para extracdo da papaina e da pectina. A papaina é uma
enzima cuja funcdo é catalisar a hidrélise de proteinas. Sua extracdo é feita com
uma incisdo na casca verde do fruto, que libera a papaina bruta, na forma de um
liguido branco que se coagula rapidamente. As sementes dos frutos sao
numerosas, pequenas, possuindo forma arredondada. Sao usadas para extracao
de 6leo comestivel [MANICA, 1982].

O fruto do mamao tem teores elevados de provitamina A, alem de
apresentar acido ascorbico (vitamina C) e calcio. As folhas das plantas podem ser
usadas como forragens e no preparo de expectorantes [SANTANA, 2004].

MORANGO (Fragaria vesca L)

Planta rasteira da familia das rosaceas tem folhas ovaladas e flores de
pétalas brancas. O caule, rastejante, gera folhas que dao origem a novas
touceiras. Os frutos sao pequenos, agrupados em uma haste carnosa, de
coloragao vermelha quando maduros. Os pequenos pontos pretos e duros sdo na
verdade os frutos do morangueiro, conhecidos popularmente como sementes. Seu
cultivo necessita de sol, pouca umidade e solo silicoso, rico em matéria organica.
Multiplica-se através de forma vegetativa, pela divisdo de estolhos que nascem ao
redor da planta-mae. No Brasil como em quase todo o mundo, existem inUmeras
variedades diferentes de morangos sendo cultivadas e, em geral, utilizam-se as
mais adaptadas localmente. O Estado de Sao Paulo destaca-se como o maior
produtor de morangos do pais, sendo o extremo sul de Minas Gerais também um
pblo consideravel de cultivo da fruta [SANTOS, 1993].

MURICI (Byrsonyma crassifolia, H. B. K)

O murici, da familia Malpighiaceae € uma drupa trilocular, carnosa, com
aproximadamente 1 cm de didmetro. E um fruto saboroso e constitui um
importante recurso alimentar para populacées pobres do litoral, onde € consumido

misturado com farinha. Existe em abundéancia e possui um grande poder nutritivo.
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O muricizeiro cresce bem em solos pobres e forma bosques nos tabuleiros
arenosos do litoral cearense [BRAGA, 1976].

TAMARINDO (Tamarindus indica, L)

O tamarindo, pertence a familia Fabaceae, € uma vagem chata, de
extremidades arredondadas, contraida ao nivel das sementes, com epicarpo
crustaceo, fragil, castanho e mesocarpo polposo e espesso em torno das
sementes [BRAGA, 1976].

As sementes sdo achatadas, de cor castanhas brilhante, de forma
arredondada. Sua polpa é bastante acida, por isso normalmente a tamarindo é
consumida como refresco, sorvete ou doce. Sao referidos dois tipos de tamarindo,
os de frutos longos, contendo até 12 sementes (T indica L.) e os de frutos curtos
(T. occidentalis G.). A polpa do fruto maduro contém cerca de 10% de acido
tartarico livre, 8% de tartarato acido de potassio e 25-40% de frutose ou acgucar
invertido. O refresco feito na proporcao de 1-10% tem a propriedade de mitigar a

sede e uma acao laxativa leve [MATOS, 2000]

O extrato metandlico das sementes aquecidas cruas e secas conteve nivel
mais alto de fendis e taninos, bem como apresentam atividade antioxidante
[SIDDHURAJU, 2007].

GRAVIOLA ( Annona muricata L.)

Espécie da familia das Anonaceas é uma arvore de porte magestoso, cuja
ramificac@o se inicia perto do solo, e alcanca até 30m de altura e mais de 4m de
circunferéncia. Vagem indeiscente, chata, mesocarpo polposo e espesso em torno
das sementes, amarelo escuro e de sabor acido adocicado. Sementes achatadas,
castanho-lustrosas, oval-orbiculares, lisas no centro, pontuadas na circunferéncia
[BRAGA, 1976].

O o6leo das sementes apresenta atividade antiinflamatéria significante em
ratos albinos. Este é o primeiro relatério de estudo quimico como também de
atividade antiinflamatéria de éleos de semente das anonaceas. Os estudos de
toxicidade aguda revelaram que o 6leo das sementes nao é téxico [JOY, 2006].
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SAPOTI (Achras sapota L.)

Arvore da familia Sapotacea de até 15m de altura, de seiva leitosa, com
numerosos ramos fortes, dispostos quase verticalmente, formando frondosa copa,
mais ou menos oval. Folhas alternadas, pecioladas, coriaceas, inteiras, elitico-
oblongadas ou eliticas. As sementes sdo de coloracdo escura, bem duras,
possuem poder germinativo bem longo, achatadas ou ovéides [BRAGA, 1976].

O extrato aquoso da semente € intensamente téxico a ratos via
intraperitonial com sintomas de dispnea, apnea, e convulsbes, mas atoxico pela
rota oral. Aparentemente, a toxicidade da semente € principalmente devido ao alto
teor de saponinas [SINGH, 1984]

MARACUJA (Passiflora edulis S.)

Trepadeira das passifloraceas sublenhosa e de grande vigor vegetativo.
Folhas pecioladas, estipuladas, serreadas e glabras. Flores axilares e solitarias,
brancas com franja roxa, medindo 5cm de didmetro. Sementes numerosas, pretas,
cobertas por uns arilos amarelos, translicidos, polposo, suculento, ligeiramente
acido e perfumado [BRAGA, 1976].

MANGA (Mangifera indica L.)

A mangueira, pertencente a familia das Anacardiaceas, é uma arvore de
porte elevado, as vezes com mais de 20m de altura e até 2,50m de diametro,
esgalhada, formando densa e frondosa copa, cuja sombra ndo cresce planta
alguma. Folhas alternadas, pecioladas, inteiras, de comprimento agudo. Semente
chata, de testa delgada, com cotilédones plano-convexos, comumente lobados
[BRAGA, 1976].

OITI (Moquilea tomentosa Benth.)
A arvore, da familia Chrysobalanaceae, atinge até 10m de altura, com bela
e frondosa copa. Folhas simples, aternadas, eliticas, lanceoladas, tomentosas em

Lima, L. B.



Capitulo 2- Consideracbes Gerais Sobre as Espécies e Técnicas Empregadas 10

ambas as faces. Frutos comestiveis e améndoas bastante ricas em 6leo [BRAGA,
1976].

ACEROLA (Malpighia glabra L.)

Da familia Malpighiaceae, € um pequeno arbusto de até 3m de altura,
bem copado, originario da América Central. E muito cultivado no em vérios
paises tropicais. A aceroleira € uma planta rustica que se desenvolve bem em
clima tropical e subtropical, sendo resistente a temperatura préxima a 0°C
[MATQOS, 2000].

Estudos revelam que administracdo em forma de dosagem oral de &cido
ascorbico seguida de dosagem topica de antioxidantes obtidos da acerola inibe
66% a 70% a cadeia de reagao de radicais livres. Estes resultados representam o
sinergismo entre o acido ascorbico e flavonoides contidos no extrato de acerola,
que surpreendentemente apresenta maior potencial na atividade antioxidante do
que qualquer forma de dosagem unica dos mesmos antioxidantes [EVANS, 2005].
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Tabela 1 — Atividades biologicas reportadas na literatura para sementes das

espécies estudadas.

Espécie
(nome comum)
Annona muricata

Atividade

Anti-séptico, curativo de

Referéncia

Welé,2004

(graviola) dermatoses e
antimalarico
Anti-parksonismo Kotake ,2004
Anti-tumoral, parasiticida Yu, 1998
e pesticida.
Carica papaya Contraceptivo masculino  Nirmal, 2005
(mamao)
Vermifugo e tocolitico Adebiyi, 2003

Anti-helmintico,
antibacteriano e
antimicrobiano

Kermanshai,2001

Anti-helmintico Lans, 2000

Contraceptivo masculino  Nirmal, 1999

Anti-amébico Tona, 1998
Passiflora edulis Prevencéo de cancerde Chau, 2004
(maracuja) colon e problemas

cardiovasculares

Fungicida Agizzio, 2003
Mangifera indica Potencial anti-oxidante Yean, 2005
(manga)

Atividade antidiarréica Sairam, 2003

Atividade antimicrobiana Kabuki, 2000

Atividade anti-amébica Tona, 1998

Tamarindus indica
(tamarindo)

Atividade anti-oxidante

Biossorvente

Anticancerigeno,
prevencao de efisema
pulmonar
Antidiabético

Sudjaroen, 2005

Agarwal, 2005
Kaewkrom, 2005

Maiti, 2004
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Tabela 2— Composicao quimica reportada na literatura cientifica das sementes

das espécies estudadas.

Espécie Constituinte Referéncia
Passiflora edulis B-sitosterol, GIUFFRE, 2007
(maracuja) estigmasterol,

campesterol, acido

linoleico e acido oleico

Acido linoleico PIOMBO, 2006

Acidos linoleico, oleico, | NYANZI, 2005

palmitico e estedrico
Spondias purpurea | Acido aspartico PEREZ 1995
(ciriguela)
Psidium guajava Acido linoleico KOBORI, 2005
(goiaba)

Quercetina, kaempferol, | ABDEL, 2004

apigenina, luteolina

Acido linoleico PIOMBO, 2006
Malpighia glabra Flavonoides EVANS, 2005
(acerola)
Annona muricata Anonamuricatina WU, 2007
(graviola) (hexapeptideo),

acetogeninas

Acido linoleico JOY, 2007
Carica papaya isotiocianato NAKAMURA, 2007
(mamao)
Mangifera indica Acido galico e &cido SOONG, 2006
(manga) elagico
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Byrsonima Acidos linoleico, oleico, | REZENDE, 2003
crassifolia estearico, palmitico,
(murici) butirico e hexanoico
Achras sapota Acidos palmitico, KHATRI, 1995
(sapoti) estearico, oléico e
linoleico
Tamarindus indica Acidos palmitico, oléico, | KANCHANAMAYOON, 2007
(tamarindo) linoleico e linolénico.

2.2-CONSIDERACOES SOBRE AS TECNICAS EMPREGADAS
2.2.1- PROTEINAS

As proteinas sdo biomoléculas de alto peso molecular existentes em todos
0s organismos de vivos. Representam cerca do 50 a 80% do peso seco da
célula sendo, portanto, 0 composto organico mais abundante na matéria viva.
Independentemente de sua forma ou fungao, todas as moléculas de proteinas
contém unidades de aminoacidos interligadas em uma longa cadeia. Existem
muitos tipos diferentes de proteinas que desempenham uma grande variedade
de fungdes bioldgicas. A queratina da pele e das unhas, a fibroina da seda e
das teias de aranha e a DNA-polimerase que catalisa a sintese do DNA nas
células sao proteinas [LEHNINGER, 2005].

CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS

As proteinas sao classificadas, de acordo com sua composicdo, em dois
grandes grupos. As proteinas simples, como a albumina, presente no soro
sanguineo, que, quando hidrolisadas, dao apenas aminoacidos. As proteinas
conjugadas, muito mais comuns do que as proteinas do que as proteinas
simples, que, quando hidrolisadas, dao aminoacidos e outros compostos como

carboidratos, gorduras ou acidos nucléicos [BERG, 2004].
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Classificam-se as proteinas também como fibrosas ou globulares, de
acordo com sua forma tridimensional. As proteinas fibrosas, como por exemplo
o colageno e a queratina, sdo formadas por cadeias de polipeptideos
arrumadas lado a lado em longos filamentos. Estas proteinas sdo rigidas e
insolUveis em agua, e sao usadas na natureza como constituintes de estruturas
como tenddes, cascos, chifres e musculos. As proteinas globulares sdo em
geral enroladas e formam um conjunto compacto, quase esférico. Estas
proteinas sao usualmente sollveis em agua e podem deslocar dentro das
células. A maior parte das aproximadamente duas mil enzimas conhecidas é
globular [LEHNINGER, 2005].

Do ponto de vista celular as proteinas exercem uma grande variedade de
funcdes e podem ser divididas em dois grupos: Dinamicas: Transporte, defesa,
catdlise de reacgdes, controle do metabolismo e contracdo, e Estruturais:
Proteinas como o colageno e elastina, por exemplo, que promovem a
sustentacao estrutural da célula e dos tecidos. O valor nutritivo de uma proteina
depende do seu conteldo e das proporgcdes dos aminoacidos essenciais
[LEHNINGER, 2005].

2.2.2- METODOS DE QUANTIFICACAO DE PROTEINAS.

Muitos métodos espectrofotométricos, ao longo dos anos, tém sido
propostos para a determinagdo de proteinas totais, mas nao existe uma
metodologia considerada de uso universal para todos 0os meios, uma vez que
haja diferentes interferentes para cada método. Os métodos geralmente mais
utilizados sédo o do biureto, de Kjeldahl, de Lowry, do "Coomassie brilliant blue"
BG-250 ou reagente de Bradford, do BCA ou reagente de Smith, e de absorgao
de proteinas no ultravioleta [ZAIA, 1998].

a) Método de Lowry

O método que atualmente conhecemos como de Lowry, para a

determinacao de proteinas totais, baseia-se numa mistura contendo molibdato,
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tungstato e acido fosférico, (reagente Folin-Ciocalteau), que sofre uma reducao
guando reage com proteinas, na presenca do catalisador cobre (ll), e produz um
composto com absor¢cdo maxima em 750 nm [LOWRY, 1951].

O constituinte ativo deste reagente € uma mistura de acidos fosfomolibidato-

fosfotungstico:
3H20 P205 1 3WO55M0031 OH2O

3H20.P205. 1 4WO54MOO31 OHZO

A principal vantagem do método de Lowry € a sua alta sensibilidade e,
por isto, tem sido utilizado para a determinacdo da concentracdo de proteinas
totais em diversos meios, sendo eles: liquido cérebro espinhal (liqtor), plasma
sanglineo, saliva humana, tecido animal, plantas, suco biliar, membranas, leite

humano e produtos alimenticios.

Apesar de este método apresentar uma grande sensibilidade para
proteinas, 0 mesmo possui algumas desvantagens, tais como: estar sujeito a
muitos interferentes, apresentar longo tempo de analise, possuir absortividade
especifica altamente variavel para diferentes proteinas, e seguir a Lei de Beer-
Lambert apenas numa pequena faixa de concentragdo de proteinas, além de
sofrer interferéncia de lipidio, que turva a amostra, impossibilitando o estudo em

sementes oleaginosas [ZAIA, 1998].
b) Método do Biureto

O método se baseia na reacdo do reativo do biureto [GORNALL, 1949],
que é constituido de uma mistura de cobre e hidroxido de s6dio com um
complexante que estabiliza o cobre em solugdo, sendo o tartarato de sodio. O
cobre, em meio alcalino, reage com proteinas formando um complexo quadrado

planar com a ligacao peptidica. O produto de reacado apresenta duas bandas de
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absorcdo, uma em 270 nm e outra em 540 nm. Apesar da banda na regido de
270 nm aumentar em seis vezes a sensibilidade do método do biureto, a banda
na regiao de 540 nm é a mais utilizada para fins analiticos, porque diversas
substancias, normalmente presentes na maioria dos meios analisados, absorvem

na regiao de 270 nm causando muita interferéncia no método.

2 CO(NH,), VAN OC(NH,)NHCO(NH,) + NH;

Uréia Biureto Amonia

Figura 1- Reacao de formacéao do Biureto

O método de biureto tem sido aplicado para determinar a concentracéo de
proteinas totais em diversos meios, sendo eles: soro ou plasma sangtiineo,
liquido cérebro espinhal (liqtor), urina, alimentos, saliva, fibrinogénio e tecido
animal. O método de biureto tem sido, também, utilizado em analise por injecao
em fluxo, assim como em alguns métodos cinéticos. Apesar de ser rapido, utilizar
reagentes de baixo custo e ndo apresentar grande variagdo da absortividade
especifica para diferentes proteinas, este método ndo é muito sensivel, além de
sofrer pela presenca de interferentes, tais como lipidios, peptideos livres, lactose
e amido, colocando-o em grande desvantagem, em relacdo a outras
metodologias, e por isto tem sido, ao longo dos anos, substituido por métodos
mais sensiveis [ZAIA, 1998].

c) Método de Kjeldahl

O método de Kjeldahl [AOAC, 1995], € um método classico de analises no
qual se determina a concentracdo de nitrogénio total ap6s decomposicdo da
amostra com &cido sulfirico. E empregado como método de referéncia, mas
apresenta como limitacdo o tempo longo exigido por andlise e possiveis erros
nos resultados ocasionados pela presenca de nitrogénio nao protéico na

amostra.
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Norgﬁnico + HZSO4 Catalisador > C02 + HZO + (NH4)ZSO4

Figura 2- Reacao de decomposicao do nitrogénio organico
d) Método de Bradford.

Este método [BRADFORD, 1976] é baseado na interacao entre o corante
BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias
laterais basicas ou aromaticas. No pH de reagéo, a interagdo entre a proteina
de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do
equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve fortemente em 595

nm.

SO3Na
SO3N3.
CH,
CH,CH;
& e
H;CH,.C —N
s 44
H
CH5CH,0

Figura 3- Estrutura do corante BG-250

O método de Bradford é mais rapido e sensivel que o de Lowry e tem sido
utilizado para a determinacao de proteinas totais em diversos meios: plasma ou

soro sangulineo, liquor, saliva humana, produtos alimenticios, leite humano,
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tecido de plantas, suspensdes de células, avidina e estreptavidina, urina e
detergentes.

Apesar do método de Bradford ser mais rapido, sensivel e estar sujeito a
um numero bem menor de interferentes que o método de Lowry, 0 mesmo
apresenta algumas desvantagens, tais como a variagdo da absortividade
especifica para diferentes proteinas, devido a baixa solubilidade ou baixo peso
molecular das mesmas, e fornecimento de resultados nem sempre reprodutiveis
devido ao grau de pureza do corante BG-250 que varia conforme a
procedéncia, sendo recomendavel a padronizacdo das condi¢cdes de reacao
para cada lote de corante adquirido [ZAIA, 1998].

e) Método de Smith

Também conhecido por método do &cido bicinchoninico (BCA 4,4'-
dicarboxi-2,2'-biquinolina), se baseia na reagédo de cobre (II) com proteinas, em
meio alcalino, produzindo cobre (I) e formando um complexo com o BCA, que

absorve fortemente na regido de 560 nm.
, 1+
Protefna , Cu”t — » Cu

Cu'* , BCA — >

“00C Q N\ ,N O COO
) 'l+

\
~

Cu

N
\

00C ON" \NQ COO"
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Figura 4- Complexo formado entre cobre monovalente e o acido

bicinchoninico.

Este método tem a vantagem de ser mais simples no preparo dos
reagentes, tdo sensivel quanto o método de Lowry e relativamente rapido,
sendo aplicado na determinacao da concentracéo de proteinas totais em saliva,
proteinas celulares, interferons, leite humano e determinacdo de grupos
funcionais [ZAIA, 1998].

f) Método de absorcao no ultravioleta

Diversos aminoacidos (fenilalanina, cisteina, cistina, metionina, triptofano,
histidina e tirosina) apresentam absorcdo na regidao de 280 nm e na regido abaixo
de 220 nm, baseando-se em tais propriedades € possivel a quantificacdo de
proteinas por espectrofotometria nesta regido espectroscopica. O método tem sido
muito utilizado durante os procedimentos de purificacdo e separagcao de proteinas
para a quantificacdo das mesmas. Suas principais vantagens sdo as de nao
destruir a amostra e de ser rapido, entretanto diversas substancias absorvem no

ultravioleta tornando os resultados pouco confiaveis [ZAIA, 1998]

2.3. ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos sao constituintes da maior parte dos lipideos, os
acidos graxos sao definidos quimicamente por compostos que tem uma longa
cadeia alifatica, podendo esta ser saturada ou insaturada, e uma carboxila
terminal. Os lipideos, por sua vez, podem ser classificados em duas classes: 0s
que tém ligacoes éster e podem ser hidrolisados, como por exemplo, as
gorduras e as ceras, e 0s que nao podem ser hidrolisados, como, por exemplo,
esterdides que séao derivados do colesterol e as prostaglandinas [BERG, 2004]
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Os acidos graxos obtidos na hidrélise de triacil-gliceréis ndo possuem, em
geral, ramificagdes nas cadeias e tém numero par de carbonos, entre 12 e 20.
As ligacOes duplas, quando presentes, costumam ter geometria Z (cis). Os trés
acidos graxos dos triacil-glicer6is ndo sao necessariamente idénticos, e a
gordura ou o 6leo obtidos de uma dada fonte natural sdo provavelmente uma

mistura complexa de muitos triacil-glicerdis diferentes.

2.3.1- SAPONIFICACAO

Os acidos graxos nao estao presentes na natureza em sua forma livre, mas
sdo encontrados na forma de éteres. Estes ésteres sdo os triglicerideos,
portanto faz—se necesséario a hidrélise destes ésteres para que os acidos

possam ser quimicamente estudados.

A hidrélise dos ésteres de acidos graxos é promovida sob condi¢coes

alcalina produzindo o glicerol e uma mistura de sais de acidos graxos:
2.3.2.ESTERIFICACAO

Sob catélise acida e em presenca de alcool os acidos carboxilicos sofrem
uma reagao de esterificagao.

Uma vez esterificado o acido graxo, torna-se possivel sua percolagéo por
uma coluna cromatografica em cromatografia gasosa, haja visto que os 6leos

tornam-se mais volateis e menos polares.

2.4. Antioxidantes

Uma ampla definicdo de antioxidante é “qualquer substancia que, presente em
baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe
a oxidacao deste substrato de maneira eficaz” [SIES, 1995].
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Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres
podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos [SIES,
1993].

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos. O
primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua formacao,
principalmente pela inibicdo das reagbes em cadeia com o ferro e o cobre. Os
antioxidantes sao capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os
lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos
poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a formacéao de lesbes e perda da
integridade celular. Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E
e A, os flavondides e carotendides sdo extremamente importantes na intercepcao
dos radicais livres.

Outro mecanismo de protecédo € o reparo das lesdes causadas pelos radicais.
Esse processo esta relacionado com a remocao de danos da molécula de DNA e
a reconstituicdo das membranas celulares danificadas.

Em algumas situacées pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em
resposta a geracdo desses radicais com o aumento da sintese de enzimas
antioxidantes. O controle do nivel das enzimas antioxidantes nas células é
extremamente importante para a sobrevivéncia no ambiente aerébico [BARNETT,
1995].

2.4.1. METODOS EMPREGADOS NA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE
a) Método do TBA (Acido Tio-Barbittrico)

E o método [LIN, 1996] mais antigo e freqlientemente usado para detectar e
quantificar peroxidacéao lipidica em amostras biol6gicas. O teste € popular, porque
€ simples e inespecifico. Consiste na determinacdo de um cromogeno réseo
formado pela reacdo do MDA (malonaldeido) com duas moléculas de acido
tiobarbitdrico (TBA). Essa reacdo, chamada de “teste TBA”, que é utilizada por
multiplos métodos, forma o complexo 1:2 MDA:TBA, C11HgN4+S204 x H.O (PM =
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342,35 um), que tem absor¢cdo maxima a 535nm e emissdao a 533nm, tendo
propriedades fluorescentes.

HS N_ _OH S N_ _OH HO_ _N
\f A O\\ //O Y YSH
C—CH,-C — | |
N~ / \ N _N
H H H CH-CH=CH
OH

OH Malonaldeido OH

Cromogénio

Figura 5 — Reacao do teste do TBA entre o 4cido 2-tiobarbitdrico e o malonaldeido

b) Método da Atividade Seqliestradora do Radical Livie DPPH

O DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) € um radical livre que para se tornar
uma molécula estavel diamagnética, precisa aceitar um elétron ou um radical
hidrogénio. Devido ao seu elétron livre, a solugao etanolica do DPPH mostra uma
forte banda de absorcdo a 515nm. Radicais DPPH reagem com quantidade
adequada de agentes redutores, tornando seus elétrons emparelhados e
causando perda estequiométrica da cor da solugdo como numero de elétrons
recebidos. O decréscimo na absorbancia de 515nm indica a redug¢do do radical
DPPH, logo nos mostra a eficiéncia do extrato com relagdo ao seu poder

antioxidante e como sequestrador de radicais livres.
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OH
(CH3)5C C(CH3)3
CH;
V} DPPH ®
DPPHH <«
0o°® OH
(CH;3);C C(CHz3)3 (CH3);C C(CHj3)3
CH; GH:
\> DPPH ®
DPPH®
OH
(CH3)3C C(CHa);
DPPH

Estabilizagdo do radical DPPH

Figura 6 — Esquema proposto para a reacao entre DPPH e o BHT
[BONDET, 1997]

Este método € utilizado a temperatura ambiente, logo descarta a
possibilidade de degradacdo térmica das moléculas estudadas. Contudo, o
mecanismo reacional entre o antioxidante e o DPPH depende da estrutura

conformacional do antioxidante.

c) Método DHBA
Método do DHBA [OWEN, 2000] avalia a capacidade antioxidante baseado
em um sistema enzimatico baseado em um sistema enzimatico em que utiliza-se a

Xantina Oxidase. Este método baseia-se na acdo oxidante da enzima xantina
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oxidase sobre hipoxantina, convertendo-a ao acido Urico, gerando assim no meio
o radical hidroxila (HO'). Tal radical reage com o acido salicilico, produzindo os
acidos benzoicos di-hidroxilados (2,3-DHBA e 2,5-DHBA). Estes DHBA foram
previamente quantificados em um experimanto padrao, via CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta eficiéncia), obtendo-se uma curva de calibragdo. Desta forma é
possivel inserir no sistema uma substancia que tenha um potencial antioxidante
para ser avaliada. Portanto, se a referida substancia conseguir competir com o
acido salicilico na captura do radical hidroxila (HO’), menores quantidades de
DBHA serao formadas, indicando uma capacidade antioxidante para a substancia
testada [MACEDO, 2003].
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Figura 7- Esquema de reacdes envolvidas no teste do DHBA.
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2.5- EXTRACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR FLUIDOS
SUPERCRITICOS

Um fluido supercritico é

qualquer fluido que esteja a estado | estado
. subcriticoi supercritico

uma temperatura acima da sua 80 slL e
temperatura critica e da sua 60 : estado

. . .. Pressao I subcritico
pressdo critica. E importante  mar) '

40 S

ressaltar que nenhuma
substancia é um  fluido 20
supercritico, mas sim que pode _
ser levada ao  estado Temperatura

" ‘cy
supercritico pelo uso de calor e
Figura 8- Diagrama de fases

pressao até superar o seu ponto critico.

O poder de solubilizacao de um solvente é tanto maior quanto mais denso
ele for. Acima e nas proximidades do ponto critico, um pequeno aumento de
pressdo produz um grande aumento do poder de solubilizagdo do solvente. E esta
caracteristica bastante peculiar do fluido supercritico que se constitui no principio
fundamental do processo de extragao supercritica.

Em sintese, pequenas variacdes de pressdo e/ou temperatura na regido
supercritica podem levar a grandes variacoes da densidade do solvente

supercritico, influindo diretamente no seu poder de solubilizagao.

No estado supercritico, as propriedades fisico-quimicas de um fluido
assumem valores intermediarios aqueles dos estados liquido e gasoso.
Propriedades relacionadas a capacidade de solubilizacdo, como a densidade, de
um fluido supercritico aproximam-se daquelas tipicas de um liquido, enquanto que
propriedades relacionadas ao transporte de matéria, como a difusividade e a
viscosidade, alcancam valores tipicos de um gas. Sabe-se que os liquidos sao
excelentes solventes, mas de difusado lenta e alta viscosidade. Os gases, por sua

vez, sdo péssimos solventes, mas se difundem com extrema facilidade e séo
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pouco viscosos. Os solventes supercriticos, combinando caracteristicas
desejaveis tanto de liquidos quanto de gases, sdo 6timos solventes com alta
difusividade e baixa viscosidade. Como conseqiéncia, a extracdo com fluido

supercritico torna-se um processo rapido e eficiente [PRADO, 2003].

Uma das grandes vantagens da extracao com fluido supercritico (EFSC) é
permitir o processamento de materiais a baixas temperaturas, o que ¢é
especialmente adequado quando compostos termossensiveis estdo presentes.
Dessa forma, evita-se a degradacao desses compostos, que € um problema
duplamente prejudicial: os produtos degradados comprometem a qualidade do
produto final e geram rejeitos industriais indesejaveis que precisam ser tratados

antes de eliminados.

Uma caracteristica € a possibilidade de facil recuperacdo do solvente
supercritico apds o processo de extracao, apenas pelo ajuste de pressao e/ou
temperatura, sendo o mesmo continuamente reciclado. Isto elimina uma das
etapas mais dispendiosas dos processos de extragdo convencionais que é a
separacao entre produto extraido e solvente organico. Além disso, a manipulacao
de grandes quantidades de solventes orgénicos poluidores representa uma
dificuldade adicional para o controle ambiental, seja da qualidade do ar, seja dos
efluentes liquidos ou rejeitos solidos. Como conseqléncia positiva da eficiente
separacao entre soluto e solvente supercritico tem-se a obtencéao de produtos com
alto grau de pureza, ja que o processo nao deixa residuos de solvente no produto

final.

Encontram-se aplica¢des industriais do fluido supercritico, ja implantadas
ou em fase de estudo ou experimentacao, nas mais diversas areas. Na tabela 1,
apresenta-se uma breve amostra da potencialidade de uso dessa tecnologia. Vale
ressaltar que, em quase todos os exemplos citados, o grande passo em termos de
evolugdo de gerenciamento ambiental € a substituicdo de solventes orgéanicos

poluidores pelos solventes supercriticos.
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Entre as aplicagdes de fluido supercritico em industrias pode-se citar a
descafeinizacdo de café e cha, extracdo de corantes e antioxidantes naturais de
dendé e urucum, reducdo do teor de nicotina do tabaco, extracdo de d6leos de
sementes vegetais e frutas oleaginosas, desodorizagdo e redugédo da acidez de
Oleos comestiveis, extragdo de estimulantes do cacau, reducdo do teor de

colesterol de alimentos.

Figura 9- Extrator supercritico em forma de cavalete

A figura acima apresenta um extrator em fluido supercritico
constituido de cilindro de CO- (1), valvulas de pressao (2, 4 e 9), manémetros
(5 e 7), compressor (14), bomba pneumatica (12), termostato (13), camisa de
condicionamento de temperatura (8) e colunas de extragao (16)
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Tabela 3. Plantas industriais de extragcdo com fluido supercritico.

Ano de implantacao Empresa Material Processado
1987 Messer Griesheim Varios produtos naturais
1988 CAL-Pfizer Aromas
1989 Clean Harbors Efluentes industriais
liguidos

1990 Jacobs Suchard Café

1991 Texaco Rejeitos de refinaria de
petréleo

1993 Agrisana Farmacos de origem
botanica

1995 Phillip Morris Co. Tabaco

Tabela 4- Referéncias de aplicacoes de extracao em fluido supercritico de

metabolitos secundarios

Referéncia Planta Temperatura | Pressao (bar)
(°C)
Alcaldides
Duan, 2007 Tripterigium 30-50 200-400
wilfordlii
Cai, 2007 Termopsis 45 200
lanceolata
Santana, 2007 Andreadoxa flava 40 200-400
Ling, 2007 Sofora flavescens 50 250
Yuan, 2007 Coridalis 37 100
yanhusuo
Santana, 2006 Andreadoxa flava 40 100-200
Cai, 2006 Termopsis 45 200
lanceolata
Cai, 2006 Macleaya cordata 45 350
Su, 2005 Coridalis 60 450
Yanhusuo
Pereira, 2004 Tabernaemontana 45 250
catharinensis
Zhang, 2003 Sophora 45 300
flavescens
Then, 2004 35 250-300
Chelidonium
majus
Fang, 1999 40 200-400
Colchicum
autumnale
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Rincon, 1998 50-70 150-300
Nicotiana
tabacum
Saldana, 1997 40-70 95-235
Coffea arabica
Caetano, 1996 30-40 100-200
Lupinus albus
Vandana, 1996 47-58 100-380
Taxus brevifolia
Lee, 1992 Catharanthus 40 150
roseus
Bicchi, 1991 55 150
Senecio cordatus
Flavonoides
Yu, 2007 Citrus paradisi 60 420
Wang, 2007 Chaenomeles 32-65 80-150
speciosa
Li, 2006 Artemisia capilaris 55 300
Sun, 2006 40 200
Ginkgo biloba
Hou, 2006 32-65 80-150
Morus alba
Peng, 2006 Patrinia villosa 45 250
Hu, 2004 55 150
Ginkgo biloba
Ke, 2004 60 350
Citrus sinensis
Liu, 2004 Epimedium 60 300
koreanum
Giannuzzo, 2003 60 95
Citrus paradisi
Liu, 1997 20-45 400

Perilla frutescens

Antraquinona

Lu, 2006 Polygonum 30 200
cuspidatum
Bertalan, 2000 35-55 100-400
Ribes nigrum L
Terpenoides
Duan, 2007 Tripterigium 30-50 400
wilfordii
Pinus 40 150
Lu, 2006 tabulaeformis
Cumarinas
Mi, 2005 Cnidium monieri 50 250
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Gong, 2005 Rodiola sacra 40-60 200-450
Fenois
Wang, 2007 Spirulina 48 200
pratensis

Como mostra a tabela 3, a aplicacdo de CO. supercritico estd sendo
recentemente utilizada em estudos de constituinte fixos em produtos naturais.

Observa-se, entretanto, maior numero de publicacbes referente aos
alcaldides sendo do ano de 1987 o relato mais antigo de extracao seletiva de
metabdlito secundario utilizando o CO, em seu estado supercritico.

Em processos de extracdo de constituintes fixos de plantas utiliza-se,
costumeiramente, agentes que podem provocar a degradagao dos extratos, sendo
estes agentes a aplicacdo de temperaturas elevadas, tal como extracées em
soxleht, e aplicacdo de solventes organicos, entre 0s quais usa-se alcoois,
organo-clorados, acetona e éteres. Em extragbes com CO. supercritco as
temperaturas de extracdo, normalmente, sdao abaixo de 60°C, o que evita a
degradacao dos constituintes durante o processo de extragao, bem como o CO;
nao é considerado um solvente quimico, mas sim um agente fisico que atua por
forcas de interacbes provenientes de dipolo induzido da molécula de CO, que é
apolar [SALDANA, 1997].
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estudadas quatorze espécies, cujas partes estudadas estédo
relacionadas na tabela 18, pag. 59.

3.1. AVALIACAO PROTEICA

A curva padrdao com BSA (albumina sérica bovina) apresentou a curva
Y(concentragédo na cubeta) = 22,156A — 30,522 e um coeficiente de correlagéo
entre os pontos r = 0,996.

Considerando-se as diluicbes durante a extragcdo e isolamento das
proteinas, obteve-se a equacdo abaixo, a partir da qual encontrou-se
diretamente o percentual protéico na equacao, que se encontra na tabela 5.

Y(%proteina no residuo em p/p) = (22,1560A - 30,522) x 25

Tabela 5. Composicao protéica de cada residuo

Amostra Abs'\(/)l r,bz“?mcia E:jéllg (reO/;ig{Jpos
edia seco)
Acerola 1,4361 0,0016 32,40
Ameixa (améndoas) 1,4353 0,0003 31,96
Ameixa (casca) 1,4122 0,0008 19,17
Ciriguela 1,4336 0,0004 31,02
Goiaba 1,4224 0,0003 24,82
Graviola 1,4223 0,0009 24,76
Maméo 1,4224 0,0002 24,82
Manga 1,4102 0,0011 13,52
Manga (verde) 1,4075 0,0006 16,56
Maracuja 1,4326 0,0006 30,47
Morango 1,4076 0,0005 16,62
Murici 1,3961 0,0004 10,25
Oiti 1,3891 0,0000 6,37
Sapoti 1,4290 0,0026 28,47
Tamarindo 1,4342 0,0006 31,35
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A determinacao do teor de proteinas pelo método de Bradford apresentou
boa reprodutibilidade, com desvios padroes bem baixos. Destacando-se o

sapoti com o maior desvio padrao e o oiti com 0 menor dos desvios.

3.2. AVALIACAO LIPIDICA
3.2.1. Avaliagéo lipidica dos extratos hexanicos
Os resultados do estudo da composicao lipidica, tais como
umidade, rendimento de extrativos e teor de acidos graxos no Oleo estdo
expressos nas tabelas 6, 7 e 8. Os 6leos foram analisados em cromatografia
gasosa acoplada ao detector de espectrometria de massas (CG/EM) e em

cromatografia gasosa acoplada ao detector por ionizagao de chama (CG/DIC),

Tabela 6. Rendimento de extrativos em extragdo hexanica

Espécie Umidade Rendimento de Teor de acidos
(%) extrativos (%) graxos no 6leo
(%)
Acerola 13,37 4,25 48,73
Ameixa (améndoas) 8,82 33,80 89,48
Ameixa (casca) 8,37 0,98 52,68
Ciriguela 6,63 6,63 42,65
Goiaba 9,69 0,18 53,50
Graviola 36,01 17,98 66,49
Mamao 10,40 24,97 92,74
Manga Madura 17,13 5,28 41,45
Manga Verde 47,22 22,31 29,72
Maracuja 7,29 10,02 64,59
Morango 8,76 11,07 75,55
Murici 10,75 5,52 93,46
Oiti 26,82 1,72 27,66
Sapoti 21,62 21,62 18,22
Tamarindo 12,55 6,68 80,31
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A tabela acima aponta as améndoas das sementes de ameixa, as sementes
de mamao e as sementes de murici com maior teor de acidos graxos no 6leo,
entretanto, estes valores devem ser relacionados com o rendimento de
extrativos. Logo o teor acidos graxos no 6leo das améndoas das sementes de
ameixa (89,48%) com rendimento de extrativos de 33,80% sao mais
expressivos do que o teor de acidos graxos no éleo do murici (93,46%) com um
modesto rendimento de extrativos de 5,52%.

Tabela 7. Composi¢ao quimica majoritaria de acidos graxos saturados

analisados por CG/EM

Espécie Ac. Ac. Ac. Ac.
Palmitico Estearico Miristico Araquidico
(C16:0) (%)  (C15:0) (%)  (C14:0) (%) (C20:0) (%)
60,20 7,99 - -
Abacaxi
Acerola 21,40 17,76 - 2,43
Ameixa 14,80 5,41 - -
(amendoa)
Ameixa (casca) 14,67 4,87 - -
Ciriguela 63,33 - - -
Goiaba - - - -
Graviola 25,10 10,26 - 1,97
Mamao 24,05 9,88 - -
Manga madura 9,12 45,15 - 3,42
Manga verde 13,22 - 20,96 3,59
Maracuja 56,98 21,98 - 2,20
Morango 45,17 - - -
Murici 24,23 10,65 - -
Oiti 30,87 19,84 - 3,74
Sapoti 22,93 15,56 0,34 2,42
Tamarindo 29,69 12,29 - 5,51
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Dentre os acidos graxos saturados a tabela acima demonstra a maior
incidéncia do acido palmitico, especialmente para os residuos de abacaxi,

ciriguela, maracuja e morango.

Tabela 8. Composi¢cao quimica majoritaria de acidos graxos insaturados
analisados por CG/EM

Espécie Acido Palmitoleico  Acido Linoleico  Acido Oleico
(C16:1) @7 (%) (C15:2) @6 (%) (C15:1)@9(%)
Abacaxi - - -
Acerola - 3,34 52,20
Ameixa (amendoa) 0,45 1,79 47,17
Ameixa (casca) - - 17,48
Ciriguela - - 36,69
Goiaba - - -
Graviola 2,55 0,85 49,71
Mamao - - 38,58
Manga Madura - 6,57 34,21
Manga Verde - 10,25 46,75
Maracuja 2,25 10,97 -
Morango - - 54,82
Murici - - 17,25
Oiti 1,12 19,06 21,17
Sapoti - - 54,17
Tamarindo - - -

O &cido oléico aparece como constituinte majoritario da maioria dos 6leos
analisados, podendo este ser o responsavel por boa parte da atividade
antioxidante dos residuos nos quais ele esta presente.
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Tabela 9. Composi¢ao quimica dos 6leos analisados em CG/DIC

Acido Acido Acido Acido
Palmitico | Linoleico Oléico Estearico
(C16:0) (C15:2) (Cqs:1) (C15:0)
44,98 48,47
Abacaxi
Ameixa (Casca) 10,26 79,38 4,83 2,71
Ameixa (Améndoas) 4,43 85,31 3,39 2,23
Ciriguela 31,87 31.30 14,80
Goiaba 54,5 45,49
Mamao 15,95 68,24 6,31 517
Morango 34,50 2,82
Murici 20,59 38,70 8,54 2,06
Tamarindo 20,49 38,61 9,12

De acordo com a tabela acima observa-se grande discrepancia entre os
teores de acidos graxos analisados em CG/DIC e CG/EM, pois a técnica de
CG/EM néao é uma técnica quantitativa, logo os teores obtidos por analise em
CG/EM nao representam valores reais. Destacando-se na tabela o teor de acido
linoleico nas cascas das sementes de ameixa com 79,38% identificado pelo
CG/DIC e nao identificado em CG/EM.

As figuras a seguir representam os cromatogramas obtido por CG/EM e CG/DIC
dos éleos obtidos por extracao hexanica das amostras estudadas.
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Figura 10- Cromatograma de CG/EM do éleo das sementes de murici
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Figura 11- Cromatograma de CG/EM do éleo das sementes de acerola
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Figura 13- Cromatograma de CG/EM do 6leo das sementes de oiti
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Figura 14- Cromatograma de CG/EM do 6leo das sementes de sapoti
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Figura 15- Cromatograma de CG/EM do 6leo das sementes de manga madura
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Figura 16- Cromatograma de CG/EM do 6leo das sementes de manga verde

Figura 17- Cromatograma de CG/EM do 6leo das sementes de goiaba
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Figura 19- Cromatograma de CG/EM do 6leo das sementes de ciriguela
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Figura 20- Cromatograma de CG/EM do 6leo das cascas das sementes de

ameixa

Figura 21- Cromatograma de CG/EM do 6leo das améndoas das sementes de

ameixa
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Figura 22- Cromatograma de CG/EM do 6leo das sementes de maracuja

Figura 23- Cromatograma de CG/EM do 6leo das sementes de tamarindo
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Figura 25- Cromatograma de CG/EM do 6leo das cascas de abacaxi

As figuras a seguir mostram os espectros de massas dos ésteres metilicos dos

acidos graxos representados.
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Figura 27- Espectro de massas do éster metilico do acido estearico
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Figura 29- Espectro de massas do éster metilico do acido miristico
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Figura 31- Espectro de massas do éster metilico do acido linoleico
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Figura 32- Espectro de massas do éster metilico do acido palmitoleico

)
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OH

3.3- EXTRACAO DE LIPIDIOS EM CO, SUPERCRITICO

Algumas das espécies foram extraidas em CO, supercritico, para avaliar a
composicao lipidica do extrato obtido por este método.

Tabela 10- Rendimento de extrativos em fluido supercritco

Espécie Umidade (%) Rendimento de Teor de acidos
extrativos (%) graxos (%)
Graviola 36,01 1,81 23,57
Acerola 13,37 1,28 35,05
Sapoti 21,62 3,00 23,15
Maracuja 7,29 2,09 31,50
Morango 8,76 1,11 14,45
Mamao 10,40 1,03 41,87

Os rendimentos de extrativos de oleos fixos em CO. supercritico sao
modestos, entretanto, assegura-se de que ndo ha formacgéo de artefatos.
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Tabela 11- Composicédo quimica majoritaria de acidos graxos saturados extraidos
em CO. supercritico, analisados por CG/EM

Espécie Ac. Estearico (%) | Ac. Palmitico (%) Ac. Araquidico
(%)
Graviola 24,44
Acerola 32,45 12,35
Sapoti 26,09 58,33
Maracuja 5,06 37,01 17,52
Morango 58,23 35,74
Mamao 23,93 15,89

Tabela 12- Composicado quimica majoritaria de acidos graxos insaturados
extraidos em CO, supercritico, analisados por CG/EM

Espécie Ac. Oleico (%) Ac. Linoleico (%)
Graviola 20,46 36,13

Acerola 25,49 28,07

Sapoti 14,73

Maracuja 13,97 26,384

Morango 3,40

Mamao 19,18 38,04

Os 6leos obtidos em fluido supercritico apresentam razoavel variedade de
acidos graxos insaturados.

3.4 AVALIACAO ANTIOXIDANTE
3.4.1-Avaliagcao do potencial antioxidante pelo método do DPPH
A queda de absorbéancia em fungédo do tempo esta diretamente relaciona
a variagdo da concentracdo de radical DPPH no meio reacional, ou seja,
quanto mais significante o decréscimo da absorbancia mais efetiva a atividade
antioxidante do substrato.
Os dados obtidos séo apresentados em trés graficos para permitir uma

observagédo e uma analise mais clara dos mesmos (graficos 1,2 e 3).
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Atividade Sequestradora de Radical DPPH
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fico 1. Variacdo da absorbancia em funcdo do tempo, cujos residuos

apresentaram consideravel indice de varredura.

Atividade Sequestradora de Radical DPPH
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Grafico 2. Variacao da absorbancia em funcao do tempo, cujos residuos

apresentaram razoaveis indices de varredura.
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Atividade Sequestradora de Radical DPPH
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Grafico 3. Variacao da absorbancia em funcao do tempo, cujos residuos

apresentaram modestos indices de varredura.

Tabela 13. indice de varredura dos extrativos

Espécie Indice de varredura (%)

Acerola 83,51
Ameixa (amendoa) 48,98
Ameixa (casca) 57,12
Ciriguela 13,51
Goiaba 21,74
Graviola 93,97
Maméao 98,92
Manga 61,130
Maracuja 94,94
Morango 16,69
Murici 43,17

Oiti 51,93
Sapoti 26,97
Tamarindo 18,33

Dentre todos residuos avaliados, os Oleos das sementes de mamao,
acerola, graviola e maracuja apresentaram os melhores indices de varredura,

sendo este um forte indicio de atividade antioxidante, logo, ndo considera-se
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estes resultados como atividade pois 0 ensaio apenas representa a reducéo de
concentracdao do radical DPPH, o que nado garante que outro radical esteja

sendo formado e continuando a cadeia de reacao radicalar.

3.4.2-Avaliacao do potencial antioxidante pelo método do DHBA.

Os potenciais antioxidantes determinados pelo método do DHBA,
realizados pela professora Dra. Maria Teresa Salles Trevisan dos extratos
hexanicos de acerola, graviola, mamao e maracuja, estao relacionados no

grafico 4.
Percentual de inibicao do DHBA
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Grafico 4. Inibicdo da formagao de DHBA (%) por mg(extrato)/mL(solucao)

A determinagéao do teor protéico nos residuos estudados através do método
de Bradford, mostrou resultados razoaveis notadamente para a acerola que
apresentou 32,40%, ciriguela 31,02%, o tamarindo com teor de 31,35% e o
maracuja (30,47%), quando se compara com um gréo tipicamente brasileiro, o
feijao, cujo teor proteico pode variar de 30 a 64% [Ribeiro, 2006].
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A avaliacdo da composicdo lipidica mostrou que esta é formada
principalmente por sete acidos graxos, quatro saturados e trés insaturados, dos
quais o acido palmitico (acido hexadecandico) esta presente em todas as
sementes estudadas, com excecado da goiaba, e na maioria delas, encontra-se
como componente majoritario. As sementes de ciriguela, abacaxi, maracuja e
morango apresentaram percentuais de 63,33; 60,20; 56,98 e 45,17%
respectivamente.

Em relagcdo aos &cidos graxos insaturados, nas sementes de goiaba,
abacaxi e tamarindo este tipo de composto ndo foi detectado. Nas outras
amostras, o acido oleico (ac. 9-octadecendico) foi 0 que se apresentou em
maior teor obtendo-se para o morango, sapoti, acerola e graviola percentuais
em torno dos 50%. O Unico acido graxo duplamente insaturado que foi
identificado, foi o acido 9,12-octadecadiendico (ac. Linoleico, @6) que esta

presente em maior quantidade nas sementes do oiti (19,06%).

A avaliacdo antioxidante pelo método do DPPH apresentou consideraveis
resultados, principalmente para acerola, graviola, mamao e maracuja, com
indices de varredura de 83,51, 93,97, 98,92 e 94,94% respectivamente.

Nao se pode, no entanto, fazer uma comparagdo direta entre as duas
técnicas, pois o método do DPPH expressa apenas o consumo do radical
DPPH no meio, tendo possibilidade de formacao de outro radical. Uma vez que
o método do DHBA esta diretamente fundamentado na interrupcdo da cadeia
de reacado de um radical, este expressa efetivamente o potencial anti-oxidante.
No entanto, a avaliacdo anti-oxidante dos extratos hexanicos, pelo método do
DHBA, comprovou a atividade anti-oxidante destes residuos, porém em
resultados menos expressivos. Obtendo-se um percentual de inbicdo de DHBA
de 23% para acerola, 21% para graviola, 19% para o mamao e 12% para o

maracuja.
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3.5- Extragbes sucessivas e seletivas de metabdlitos

secundarios das sementes de maracuja

A tabela abaixo apresenta as condi¢des de extracado selecionadas, baseado
nas combinacdes de condi¢oes que variaram em temperatura, pressao e volume

de co-solvente, no caso, o co-solvente utilizado foi o alcool metilico.

Tabela 14- Condicdes de extracdo de metabdlitos secundarios das semente de

maracuja em CO, supercritico

Condicoes | Temperatura |Pressao| Teor de metanol
°C Atm | como o co-solvente
v/m na amostra
1 40 100 20
2 40 100 50
3 60 100 20
4 60 100 50
5 60 120 20
6 60 120 50

Tabela 15- Teor de extrativos nas diferentes condi¢cdes de extragdo em CO,

das sementes de maracuja

Condicoes de

Extracao Teor de Extrativos
(2,3461g9) 1,7%
(8,66519g) 6,4%
(1,5317g) 1,1%
(5,8372g) 4,3%
(0,8653¢g) 0,6%
(3,6489q) 2,7%
A condicdo de extracao 2 (40°C, 100 atm e 50% de co-solvente),

OB —

apresentou teor de extrativos maior que as outras condigdes.
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Tabela 16- Classes de substancias pertencentes a cada uma das condi¢des de

extracao em CO, supercritico das sementes de maracuja

condicoes

Compostos

Fenois

Xantona

Flavanona

Esteroide

Triterpenodide

Catequina

Tanino

Antocianina

Flavanonol

A tabela acima mostra a baixa seletividade da condicdo 2, logo as

condi¢coes com melhor relacdo de seletividade e teor de extrativos foram 1, 4 e

6, que foram selecionadas para exitragdes exaustivas dos residuos do

maracuja.
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Tabela 17- Classes de substancias pertencentes aos extratos obtido nas trés

condicoes selecionadas para extracdo de 2,100 kg de semente.

Condicoes

1 4 6
Compostos

Fenodis + + +
Xantona + - -
Flavanona - + +
Esterdide + - -
Triterpenodide + - -
Catequina - - -
Tanino - + -
Antocianina - - +
Flavanonol - + -

Na tabela acima observa-se a eficiéncia da condicdo 1 em extrair
seletivamente xantonas, esterdides e triterpendides de forma a ndo serem
detectados nas outras condigdes. Bem como € nitida a seletividade de néo
extracdo de flavanona para esta condigcéao

A condigdo 4 se mostra seletiva para taninos e flavanonol, assim como
antocianinas sao extraidas apenas na condi¢ao 6.

Com os resultados obtidos da prospeccado quimica, selecionou-se trés
conjuntos de condicbes de extracdo para viabilizar a extracdo em quantidades
mais significativas, haja visto que no equipamento disponivel era possivel extrair
uma massa maxima em torno de 120 g.

Por motivos de rendimento e seletividade de substancias extraidas
selecionou-se as condigcdes 1, 4 e 6. Nestas condicées, extraiu-se 2,100 kg em
que cada porcao de 120g é extraida em cada uma das trés condicdes, totalizando

51 extragoes.
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Os extratos obidos nas condi¢cdes 1, 4 e 6, pesaram respectivamente
28,5992¢g; 97,8705 e 53,1732g.

Do extrato da condicao 6 (53,1732q), parcialmente soluvel em metanol, foi
realizado um coluna cromatogréfica de silica, resultando na obtengdo de uma
solucao amarela eluida com metanol e acetato de etila 1:1.

A solucdo amarela oxida-se em temperatura ambiente levando a
formacao de um precipitado violeta e insoluvel na solucdo em que foi obtido
denominado de PSCV. O precipitado, no entanto, mostrou-se parcialmente soluvel
em piridina e DMSO, obtendo-se para o teste de ponto de fusdo uma faixa de
254,4°-261,9°.

3.5.1- Caracterizagao preliminar de PSCV

O espectro de absorcao na regiao do infravermelho da amostra PSCV (Figura
33) mostrou uma banda em 3420 cm’ caracteristica de deformacdo axial de
ligacdo O-H, duas bandas em 2922 e 28527 cm™ de deformagéo axial de ligagdo
C-H, em 1619 cm™ de deformacéo axial de C=O de carbonila quelada, 1458 e
1400 cm™ de deformacdo axial de ligacdo C=C de sistema aromatico e duas
bandas em 804 e 668 cm™' de deformacdo angular de ligagcdo OH.
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Figura 33- Espectro de absor¢éo de infravermelho de PSCV.
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Figura 34- Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSQO) de PSCV.

A analise do espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO), (Figura 2) de PSCV
permitiu propor que PSCV se trate de uma mistura de substancias, cujos sinais em
6 7,61 (tripleto), 7,46 (tripleto) e 6,96 (dubleto de tripleto) sdo caracteristicos de
hidrogénios aromaticos. Mostrou também sinais simples localizados em regido de
desprotecdo, 611,66 (simples), 811,59 (simples), 611,53 (simples) e 611,48
(simples) possivelmente referentes a hidroxilas arométicas queladas por ligagéo
de hidrogénio. E um sinal em é 4,74 (simples) provavelmente de hidrogénio ligado
a um carbono oxigenado.

Com os dados de absorcdo na regido de infravermelho e RMN 'H pode-se
dizer que se trata de uma mistura de substancias aromaticas com hidroxilas e

carbonilas possivelmente presente nos dois compostos da mistura. Os grupos
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funcionais detectados, estdo de acordo com o esperado para a condicao 6, que
como mostrado acima, extraiu compostos fendlicos e aromaticos.
O estudo continua no sentido de caracterizar inequivocamente as substancias

detectadas.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAL BOTANICO
Avaliou-se a composicéo lipidica, protéica e potencial antioxidante
de sementes de quatorze espécies de frutas tropicais em industrias de

processamento de frutas no estado do Ceara.

Tabela 18— Amostras das espécies estudadas

Nome cientifico Nome Parte estudada
comum
Malpighia glabra L. Acerola Sementes
Ananas comosus L. Abacaxi Cascas
Prunus domestica L. Ameixa Casca e améndoas
das sementes
Spondias purpurea L. Ciriguela Sementes
Psidium guajava L. Goiaba Sementes
Annona muricata L. Graviola Sementes
Carica papaya L. Mamao Sementes
Mangifera indica L. Manga Sementes
Passiflora edulis S. Maracuja Sementes
Fragaria vesca L. Morango Frutos
Byrsonima crassifolia H. B. K. Murici Sementes
Moquilea tomentosa Benth. Oiti Sementes
Achras sapota L. Sapoti Sementes
Tamarindus indica L. Tamarindo Sementes

4.1.2. Obtencéo e tratamento das amostras

Lavou-se e secou-se, a temperatura ambiente, as sementes obtidas. Devido

a caracteristicas particulares dos residuos de ameixa e morango, estes

receberam um tratamento diferenciado.
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A semente de ameixa é composta por uma améndoa e um duro invélucro
(casca). Estas sementes foram quebradas e separou-se casca e améndoa.
Foram analisados separadamente os éleos da casca e da améndoa.

O morango é composto por pequenos granulos duros, sendo estes 0s
frutos, envolvidos por uma massa pastosa. O fruto foi entdo separado e
analisado.

Ap6s lavagem e secagem durante cinco dias, todos os residuos foram
triturados para posterior extracdo e analise de composi¢ao protéica, lipidica e

antioxidante.

4.2. METODOS

As amostras obtidas em industrias da regido foram subemtidas a testes e

andlises como descreve o fluxograma 1.

Amostra
| | |
Avaliacdo lipidica Teste antioxidante Quantificacdo de
proteinas
Extracdo em hexano Extragdo em CO, Teste do DPPH Teste do DHBA
Andlise em CG/EM e CG/DIC Andlise em CG/EM

Fluxograma 1- Procedimentos aos quais submeteram-se as amostras

4.2.1.Determinacao do teor protéico
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Estimou-se o teor de proteinas por um método colorimétrico
convencional, em que se usa o0 corante coomassie brilliant blue em solucao

etandlica acidificada com &cido fosférico (reagente de Bradford).

a)Extracao e Isolamento das Proteinas

Para determinacdo do teor protéico utilizou-se o método de
Bradford. Em trés porcdes de 1g de residuo lavado e seco adicionou-se 10mL
de solucdo tampao Tris-HCI (ph 7,5). Apds cinco horas de maceracao em
solucado tampdao retirou-se as impurezas por filtracdo a vacuo. Em seguida
submete-se a solucao filtrada a centrifugacao por dez minutos, na qual separa-
se as proteinas pela formagdo de um precipitado. Lavou-se o precipitado com
solucao de acido tricloro-acético e a este se acrescentou 5mL de NaOH 1mol/L.

b)Analise Espectrofotométrica

Da solugéao alcalina retira-se 0,1mL e dilui-se com agua destilada para 5mL.
Retira-se uma aliquota de 0,1mL do diluido, para analise em ftriplicata, e
adiciona-se 2,5 mL do reagente de Bradford em cada aliquota para leitura em
espectrofotometro a 595 nm. O teor de proteinas é diretamente proporcional a
absorbancia, pois o produto formado pela reacao entre a proteina e o corante
coomssie brilliant blue presente no reagente de Bradford absorve fortemente
em 595 nm.

4.2.2. DETERMINACAO DA COMPOSICAO LIPIDICA

a) Extragao dos acidos graxos com hexano
Pesou-se em média cerca de 20g de residuo lavado e seco e
submeteu e esta massa a extragcdo hexanica em aparelho de soxhlet e
aquecimento por aproximadamente 80 min. Os extratos obtidos foram
submetidos ao tratamento com sulfato de sédio e breve aquecimento para
evaporacao do solvente. Posteriormente o extrato foi pesado e calculou-se o
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rendimento de extrativos em massa seca, com base na umidade de cada

residuo.

b) Extragéo de lipidios em CO: supercritico

Extraiu-se em supercritico os constituintes lipidicos das sementes de
graviola, acerola, sapoti, maracuja, morango e mamao. Utilizou-se quantidades
em torno de 120g de sementes lavadas e secas, conforme descrito na
preparacao de amostras, para extracao de cada espécie.

Para todas as extracdes utilizou-se temperatura entre 33°C e 35°C, pressao
de 80 atm, tempo de contato de 120 min, tempo de extracdo de 90 min € um
volume de 6 mL (5% da massa de cada amostra) de metanol como o co-

solvente indutor da polaridade do CO..

c) Saponificacdo

Pesou-se cerca de 300 mg de dleo obtidos através das duas técnicas de
extracdo. Dissolveu-se 300 mg de hidréxido de potassio em 100mL de metanol,
adicionou-se o0 6leo a esta solugdo metandlica alcalina. Saponificou-se por
aproximadamente uma hora sob refluxo.

Destilou-se cerca de 80% do metanol da saponificagdo e o volume foi
restaurado com agua destilada. Desta solugcdo aquosa extraiu-se 0s
insaponificaveis com éter dietilico em um funil de separacdo. Descartou-se a
fase organica e acidificou-se a fase aquosa, contendo os sais de acidos graxos,
promovendo a protonacdo dos &cidos e consequentemente tornando-os
insoluveis em agua. Lavou-se novamente com éter dietilico e desta vez os
acidos foram extraidos pela fase organica. O éter foi evaporado obtendo-se os
acidos graxos, que foram pesados e calculou-se entdo o teor destes no éleo.

d) Esterificacdo dos acidos graxos
Para fins de analise dos ésteres metilicos em CG/EM, esterificou-se
0s acidos graxos, obtidos na saponificacdo descrita no item anterior, em 15 mL
de metanol e acido cloridrico ao nivel de catalisador. A reacdo ocorreu sob
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refluxo, por aproximadamente noventa minutos. Adicionou-se agua destilada a
amostra e extraiu-se os éteres metilicos com éter dietilico. Destes produtos de
esterificacdo separou-se em torno de 1mg para analise em CG/EM.

4.2.3. AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE.

Para estimar o potencial antioxidante dos residuos coletados, utilizou-se o
método do DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil). Bem como os residuos de
maracuja, graviola, acerola, sapoti e manga foram também avaliados pelo
método do DHBA, em ensaios realizados pela professora Maria Tereza Salles

Trevisan.

a) Avaliagcao pelo método do DPPH
Em 3,9mL de uma solugéo do radical DPPH adicionou-se 0,1mL da
solugéo teste, e foi feita a leitura no espectrofotdmetro a 515nm. Observa-se a
reducao da absorbancia em intervalo de tempo de 0-300min.
Construiu-se um grafico de absorbancia x tempo, que demonstrou o
indice de varredura de cada amostra. Comparou-se os resultados obtidos com
o indice de varredura do eugenol, usado como padrao.

b) Avaliagdo pelo método do DHBA

A amostra dissolvida em metanol, foi diluida para 2 mL e
centrifugada em tubos e o solvente foi removido utilizando-se um fluxo de
nitrogénio. O residuo seco em tampao fosfato (1,0 mL), e 10,0 uL de uma diluicdo
1:5 de xantina oxidase em (NH4)>SO, (3,20 mol/L) foi adicionada para iniciar a
reacao. Os tubos foram incubados por 3 horas até que a reacao se completasse a
uma temperatura de 37°C. Depois da incubacao, 20,0 yL da mistura reacional foi
analisada por HPLC utilizando como método de detecgcao absorciometria na regiao
do ultravioleta.

A analise em CLAE realizada em um cromatégrafo liquido Hewlett-Packard
(HP) 1090, provido com uma coluna C-18, fase-reversa (5 um) (25 cm x 4 mm
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[.D.; Latex, Eppelheim, Germany). O HPLC Semipreparativo foi administrado em
um cromatégrafo liquido HP 1100, provido com uma coluna C-18 (10-mm |.D.). As
fracbes eluidas foram coletadas em um HP 220 Microplate Sampler. Os
compostos lipidios fendlicos no eluente foram detectados com um UV detetor de
diodos (HP 1040M) a 278 e 340 nm. As amostras de compostos lipidicos nos

extratos foram determinadas em comparacado com curvas de materiais puros.

4.3- EXTRACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS DAS SEMENTES
DE MARACUJA EM CO. SUPERCRITICO COM CO-SOLVENTE

Com base na quantidade de publicacées, na relevancia das atividades
biolégicas relatadas, a aparente auséncia de toxicidade e na disponibilidade das
sementes em industrias da regido, as sementes de maracuja foram selecionadas a
serem submetidas a uma etapa posterior de estudo em relacdo a todas as outras

espécies.

4.3.1- Selecdo das condicdes de extracdo de metabdlitos secundarios em

CO: supercritico.

Realizou-se um levantamento bibliografico na literatura cientifica para
determinar condicées de extragdo para cada classe de substancias.

Com base nos dados obtidos da literatura estipulou-se algumas
combinagdes de condigdes possiveis e realizaveis no equipamento disponivel, o
extrator em fluido supercritico.

Uma vez determinada as condicdes de extracdo das sementes de maracuja
em CO; supercritico, as amostras lavadas e secas foram submetidas a 120 min de

contato com o fluido e seu respectivo teor de co-solvente e 30 min de extracao
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continua, mantendo-se pressao e temperatura fixas de acordo com cada uma das
seis condi¢cdes pré-determinadas. Cada porcao de 120 g é extraida em cada uma
das seis condicdes, desta forma a de extracdo com fluido supercritico assemelha-
se a uma cromatografia, ou seja, em diferentes condi¢des retira-se diferentes
substancias, sendo o CO. supercritico a fase mével e a prépria matriz a fase

estacionaria.

4.4- Prospeccéo e identificacdo das classes de substancias pertencentes a
cada conjunto de condigbées de extracdao [MATOS, 1998]

Do extrato foram retiradas sete porcées de 3-4 mL em tubos de ensaio

numerados para o0s seguintes testes.

a) Teste para fendis e taninos
Adicionou-se trés gotas de solucdo alcodlica de FeCl;, agitou-se e
observou-se qualquer variagcdo na coloracdo ou formacao de precipitado. Caso

seja vermelho, positivo para fendis, caso seja azul ou verde, positivo para taninos.

b) Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides.

De posse dos tubos 2, 3 e 4, acidificou-se o tubo 2 a pH 3, alcalinizou-se o
tubo 3apH8,5e0tubo4apHii.

Para o tubo 2, o surgimento de coloracdao vermelha representa a presenca
de antocianinas, antocianidinas, chalconas e auronas.

Para o tubo 3, o surgimento da coloracao lilas confirma a presenca de
antocianinas e antocianidinas.

Para o tubo 4, a coloragdo azul confirma a presenga de antocianinas e
antocianidinas. O surgimento da coloracdo amarela representa a presenca de
flavonas, flavonois e xantonas. Coloragao vermelha purpura, confirma chalconas e

auronas. A coloracao vermelho alaranjado representa flavanondis.

c) Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas.
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Tomou-se os tubos 5 e 6, acidificou-se o primeiro por adicdo de HCI até pH
1-3 e alcalinizou-se o segundo tubo com NaOH até pH 11. Cuidadosamente,
aquece-se o0s tubo por 2 min e observa-se qualquer mudanca de coloragao.

Ao tubo 5, a coloragéo vermelha identifica leucoantocianidinas. A coloracao
pardo-amarelada, confirma catequinas.

Ao tubo 6, a surgimente de coloracéo laranja confirma flavanonas.

d) Teste para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas.

Adicionou-se ao tubo 7 alguns centigramas de magnésio granulado de 0,5
mL de HCI concentrado. Ao término da efervesceéncia observa-se, por
comparacao ao tubo 5, alguma diferenca na coloracdo. A intensificacdo da cor
vermelha é indicativos de flavondis, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres

ou seu heterosidios.
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5- CONCLUSOES.

Dentre as sementes estudadas, as sementes de ciriguela, tamarindo e

maracuja destacaram-se como uma boa fonte de proteinas.

As sementes do murici apresentaram bons resultados quanto ao teor de
acidos graxos (94%) analisados em CG/EM, porém a melhor fonte de insaturados
de todas as amostras analisadas foram as sementes de oiti.

A andlise dos éleos em CG/DIC mostrou que dentre as sementes estudadas,
as sementes de mamao destacou-se como uma fonte promissora de &cidos

graxos.

A semente da ameixa também apresentou bons resultados, principalmente

no teor de extrativos e na quantidade de acido linoleico presentes neles.

Através dos resultados obtidos pelas técnicas utilizadas, pode-se concluir
que varias das amostras estudadas tém potencial antioxidante, embora esta

indicacao seja mais adequada através do teste do DHBA.

A extracdo em fluido supercritico das sementes de maracuja apresenta-se
como um método de extracdo seletiva tanto para extratos de composi¢cao apolar
como para extratos mais polares como foi observado na mistura de compostos
aromaticos obtida através de cromatografia posterior a extracdo, podendo ser
considerado uma técnica de separacao.

Correlacionando os dados e valores obtidos em teor de proteinas,
rendimento de extrativos de lipidios, teor de acidos graxos insaturados e atividade
antioxidante, conclui-se que as sementes de mamao ,acerola, maracuja, graviola,
sapoti e as améndoas das sementes de ameixa se mostram como residuos
potencialmente utilizaveis como fonte de suplementacao alimentar, entretanto é

necessario um estudo toxicoldégico das amostras.
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