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RESUMO

O inaja (Maximiliana maripa (Aubl.) Drude) ¢ uma palmeira, pertencente a familia botanica
Arecaceae e ¢ encontrada na Colombia, Venezuela, Trinidad (Caribe), Guianas, Equador, Peru,
Bolivia e Brasil. Tanto a améndoa como a polpa do fruto representam a matéria-prima que
podem ser consumidos como alimento no seu estado natural, servindo ainda para a produgao
de vinhos, sucos e sorvetes. Tem importancia também para industria de cosméticos, como
saboarias e produtos para a saude. Apresenta caracteristicas fisico-quimicas que possibilitam o
seu aproveitamento como alimento energético, assim como matéria-prima de carater oleifero.
Este trabalho apresenta o estudo quimico, fisico-quimico e bioldgico do 6leo da polpa de M.
maripa de ocorréncia natural no estado de Roraima e teve como objetivo analisar a atividade
antioxidante por reagdo do DPPH, avaliar o perfil dos acidos graxos por meio de cromatografia
gasosa, determinar as propriedades fisico-quimicas por RMN-'H, identificar os principais
grupos funcionais presentes, através do espectrofotdmetro de infravermelho, avaliar a atividade
bioldgica sobre bactérias, testar a inibicdo sobre enzimas de acetilcolinesterase e determinar a
toxicidade sobre nauplios de Artemia salina. Da polpa extraiu-se um oleo de coloragdo amarelo-
claro com rendimento de 44,20%. O 6leo da polpa de Inaja, foram obtidos mediante uma
extracdo Soxhlet com hexano. As analises dos 6leos, foram realizadas em Cromatografo a Gas
HP5890 equipado com detector por ioniza¢do de chamas, GC-FID. Dez acidos graxos saturados
(AGS) e insaturados (AGI) foram identificados, os AGI majoritarios foram ®-9 (22,32%), ®-6
(4,72%) e -3 (3,95%), e os AGS majoritarios foram palmitico (20,76%) e miristico (20,48%).
Propriedades fisico-quimicas foram calculadas utilizando RMN-'H, demonstrando que o 6leo
da polpa de inaja apresenta caracteristicas fisico-quimicas que possibilitam o seu
aproveitamento na alimentagdo tanto humana quanto animal, representando um alimento
energético, assim como matéria-prima de carater oleifero. A espectroscopia de IV mostrou
absorcdes de bandas caracteristicas dos triglicerideos, como uma banda forte e intensa, referente
ao grupo C=0, em 1.732 cm™!, dos 4cidos carboxilicos. Na avaliacdo antibacteriana do 6leo da
polpa de Inaj4, utilizou-se do teste de sensibilidade antibacteriana (TSA), cujas concentragdes
foram 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6; 7,8; 3,9; 2 pg/mL. Observou-se 26% de inibicao frente a
Citrobacter freundii e 24% de inibic¢do para Pseudomonas aeruginosa. Enquanto que, verificou-
se 36% de inibi¢do frente a Bacillus cereus € 39% de inibigdo sobre Listeria monocytogenes.
No teste de acetilcolinesterase, o 6leo apresentou uma inibi¢cdo de 63,76%, sendo considerada
potente. No teste frente & Artemia salina, determinou-se um DLso de 0,96 ug.mL™!, sendo
considerada toxica. Os resultados obtidos contribuem com novas informagdes para a literatura
e sugerem estudos futuros de prospeccao quimica e biologica de esta espécie vegetal com a
finalidade de desenvolver bioprodutos para a saide humana.

Palavras-Chave: Inaja; ®-9; ®-6; ®-3; antimicrobiano.



ABSTRACT

The inaja (Maximiliana maripa (Aubl.) Drude) is a palm tree, which belongs to the botanical
family Arecaceae is found in Colombia, Venezuela, Trinidad (Caribbean), Guyana, Ecuador,
Peru, Bolivia and Brazil. Both almond as the pulp of the fruit represent the raw material which
can be consumed as food in its natural state, serving also for production of wines, juices and
ice creams. It is important also for the cosmetics industry, soap industry and health products. It
presents physical and chemical characteristics that enable their use as food energy as well as
raw material oiliness character. This paper presents the chemical, physical-chemical and
biological study M. maripa pulp oil naturally occurring in the state of Roraima and aimed to
analyze the antioxidant activity by the DPPH reaction, analyze the profile of fatty acids by gas
chromatography, determine the physicochemical properties RMN-'H, to identify the main
functional groups present, by infrared spectrophotometer, evaluate the biological activity of
bacteria, test the inhibition of enzyme acetylcholinesterase and determined the acute toxicity on
Artemia salina. The extracted pulp a light yellow colored oil in a yield of 44,20%. The oils used
were obtained by extraction type Soxhlet with hexane. Analyses were performed on HP5890
Gas Chromatograph equipped with flame ionization detector, GC-FID. Ten saturated fatty acids
(AGS) and unsaturated (AGI) were identified, the majority were AGl ®-9 (22,32%) ®-6
(4,72%) and ®-3 (3,95%) and the majority were AGS palmitic acid (20,76%) and myristic acid
(20,48%). Physicochemical properties were calculated using RMN-'H, showing that the oil
inaja pulp presents physical and chemical characteristics that allow its use in both human and
animal feed, an energy food, as well as raw material oil character. The IR spectroscopy revealed
absorptions characteristic bands of triglycerides, such as a strong and intense band, referring to
the C = O, in 1,732 cm!, group of carboxylic acids. In antibacterial evaluation was used the
antibacterial susceptibility testing (MIC), whose concentrations were 250; 125; 62.5; 31.3; 15.6;
7.8; 3.9; 2 mg/mL. It observed 26% inhibition against Citrobacter freundii and 24% inhibition
for Pseudomonas aeruginosa. While, there was 36% inhibition against Bacillus cereus and 39%
inhibition of Listeria monocytogenes. In acetylcholinesterase test, the oil showed an inhibition
of 63.76% was considered potent. In toxicity test on Artemia salina, determined an DLso of
0.96 ug.mL!. The results contributes new information to the literature and suggest future
studies of chemical and biological prospecting this vegetal species for the purpose of
developing products to human health.

Keywords: Inaja; ®-9; m-6; »-3; antimicrobial.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Esquema geral simplificado da interface entre o metabolismo
primario e as vias de sintese dos metabolitos secundarios..............

Figura 2 - Individuo de M. maripa..............ccoceeeeuieeeieeeciieeieeeie e
Figura3 - Cacho do INajd........coceviiniiiiiiiinieieeceeee e
Figura4 - Fruto do INaja........ccccooieiiiniiiiiieicieeteeeee e
Figura 5 - Sementes do INaja.......c.ccccovieeiiieeiiiiiieece e
Figura 6 - Reagdo geral de hidrélise de um triacilglicerol............c.ccccveeennnennn.
Figura 7 - Estrutura quimica do colesterol...........ccccoevuerieniiniiininienienciienene
Figura 8 - Estrutura quimica dos acidos graxos w-3, w-6 € @-9.........c.ccceu..
Figura 9 - Estrutura das paredes de Bactérias Gram (+) e Gram () .................
Figura 10 - Inibidores da Acetilcolinesterase...........ccoevueevieeiiieeiieenieniienieene
Figura 11 - Estratégia geral na busca de novos compostos citotdxicos a partir
de eXtratos VEZELAIS. .....ccvieruieeiieriieeiieriieeieesiee et e seeeereeseaeeseeeesee e

Figura 12 - Fluxograma do trabalho experimental..............cccccoeviiniiniiiniinnnn.
Figura 13 - Exsicata de M. maripa coletada para identificacdo taxondmica.......
Figura 14 - Modelo e distribuicdo das amostras e controles nas placas
utilizadas para o Teste de sensibilidade antibacteriana.....................

Figura 15 - Modelo e distribuicdo das amostras e controles nas placas
utilizadas para o Teste de atividade anticolinesterasica.....................

Figura 16 - Oleo de Inaja heXano...............coovueveeveeveeeeeeeseeeeeeeeeeeeseseesese e
Figura 17 - Estrutura Quimica Radicalar (1) e ndo Radicalar (2) do DPPH.........
Figura 18 - Visualizacdao do Fator antioxidante mediante DPPH......................
Figura 19 - Cromatograma obtido mediante CG para o O6leo de M.
TRATIDA. ...ttt

Figura 20 - Estrutura de acidos graxos saturados encontrados no dleo...............
Figura 21 - Estrutura de 4cidos graxos insaturados encontrados no 6leo...........
Figura 22 - Espectro de RMN-'H genérico de 6leo vegetal............cccoevrurennnn
Figura 23 - Espectro de RMN-'H do 6leo de M. maripa a 200 MHz, usando
como padrao interno 0 TMS........coooiiiriiiiiie e

Figura 24 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do oleo de M.
THAFIDA . c.ceeeeeeeeee ettt e ettt e e e e e e ettt e e e e e s e sasbaaeeeeeeeans

Figura 25 - Curva de atividade frente & Artemia saling ..............cccococeveeueennenee.

22
25
26
27
27
29
30
32
38
39

40
42
43

51

53
56
57
58

60
63
64
67

69



Tabela 1 -
Tabela 2 -
Tabela 3 -
Tabela 4 -
Tabela 5 -
Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela § -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -
Tabela 14 -

LISTA DE TABELAS

Uso tradicional de M. maripa ...........c..ccoveeeveeeceeeecieeeiieeeiee e
Principais acidos graxos presentes em Oleos e gorduras...................
Rendimento das extra¢des dos 6leos da polpa de M. maripa.............
% de Inibicdo de 6leo de Inaja e 4cido galico........cceevvvevvrerienenennnee.
Valores de 4cidos graxos reportados nas amostras M. maripa...........
Composicao de acidos graxos de dleos extraidos da polpa de M.
THAFIDA .. oo eeeeeettee ettt e e ettt e e e e e ettt e e e e e e s e abaeeees
Valores de 4cidos graxos insaturados presentes em Oleos
VEZELAIS. 1. uveeutieeitieiie et e et e stte e bt e stteebeesateebeeenbeeseesabeenbeesnseenseeenneens
Composi¢do dos principais acidos graxos (%) de 6leos extraidos
do mesocarpo de frutos de palmeiras nativas, segundo os
TESPECLIVOS AULOTES. . .ceuveenteeutieiieieeteritesteenteeneesteeteeneesaeenseenbesnneseeens
Atribui¢do dos sinais do espectro de RMN-'H genérico de 6leo
vegetal conforme a Figura (18) ......cccoeiiiiiieiiiiiiieeeee
Caracterizagdo fisico-quimica do 6leo de M. maripa comparado
com dados bibliografiCos........cceevireriieriiiiierieeeesie e
Atribuigdo das principais bandas de absor¢do na regido do
infravermelho para amostras de 01€0S...........coceeverieneiiericneenieenens
Resultados de sensibilidade antibacteriana para P. aeruginosa, C.
freundii, B. cereus € L. MONOCYIOZENES............ceveuueeeeceeeeiiiaearraennnns
Numero de naudiplos MOTLOS.......cueeervreeriieeriieeeiie e

Dados de atividade frente a Artemia salina para M. maripa .............

62

64

65

68

71

74



-3
GO-6
GO-9

°C

ng

pm

pL

ACh
AChE
AGI
AGMI
AGS
ANVISA
Ap
ATCC
ATCI
BF;

C
CAPES
CDCl;
CG
CG-FID
CNPq

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Omega

Acido linolénico

Acido linoléico

Acido oléico

Alfa

Beta

Gamma

Porcentagem

Graus

Graus Celsius

Microgramas

Micrometro

Microlitro

Acetilcolina

Enzima acetilcolinesterase

Acidos graxos insaturados

Acidos graxos monoinsaturados

Acidos graxos saturados

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Area de um préton

American Type Culture Collection
Acetylthiocholine iodide

Trifloureto de boro

Carbono

Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Cloroférmio deuterado

Cromatografia Gasosa

Cromatografia gasosa - Detector por lonizagdo de Chama

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico



cm

DMSO
DPPH

g.cm’
GCUB
GI

ha
HCI
HFVV
IA
IAL

II
INCT
INPA
INS

IS

Kg

KOH

MM

mM
meq

mg

Centimetro

Densidade

Dimetilsulfoxido
2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Grama

Gramas por centimetros cubicos

Grupo Coimbra de Universidades Brasileiras
hidrogénios alilicos internos

Hidrogénio

Hora

Hectare

Acido Cloridrico

Herbério Virtual da Flora e dos Fungos
Indice de acidez

Instituto Adolfo Lutz

indice de iodo

Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia
Insaturagdes por triglicerideos.

indice de saponificagio

Kelvin

Quilograma

Quilometro

Hidréxido de Potassio

Litro

Molar

Massa molecular média

Metro

Milimolar

Miliequivalente

Miligrama



MHz
min
mL
mm

nm

OEA
OH’
ONU
OMS
PPGQ
pH

ppm
RMN-'H
Ro,a

Ssp

TMS
UFAM
UFMG
UFRR
uv

Megahertz

Minutos

Mililitro

Milimetro

Nanometro

Oxigénio

Organizagado dos Estados Americanos
Radical hidroxila

Organizagao das Nagodes Unidas
Organizagao Mundial de Satde
Programa de Pds-graduagdo em Quimica
Potencial Hidrogenionico

Parte por milhdo

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
Relagdo de hidrogénios olefinicos / alifaticos
Segundo

espécies

Total de protons

Tetrametilsilano

Universidade Federal de Amazonas
Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Roraima
Ultravioleta

Hidrogénios olefinicos



1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.2.3.1
1.2.3.2
1.2.3.3
1.2.3.4
1.2.3.5
1.2.3.6
1.2.3.7
1.2.3.8
1.2.3.9
1.2.3.10
1.2.3.11
1.2.4
1.2.4.1
1.2.4.2
1.2.43
1.2.5
1.2.5.1
1.2.5.2
1.2.5.3
1.2.5.4
1.2.5.5
1.2.5.6
1.2.5.7

SUMARIO

INTRODUQCAO. ...t 19
FUNDAMENTACAO TEORICA ...t 21
Biodiversidade de Plantas no Brasil....................c.ccoo. 21
Metabolitos Secundarios.................ooouiiiiiiiiiiiiiniieeee e 21
Espécie Vegetal................ccooooiiiiiiiiie et 23
Familia AT@CACEAC. ........cevuieiieiiieiieieeeee et 23
Maximiliana maripa (Aubl.) Drude...........ccooveviieiciiiiiciieeececeeee e, 23
Usos Tradicionais de Maximiliana maripa................cc.cccoeeeeceenceenieeennnnne. 24
Distribuiga0 ZEOZIATICA. ... eeetieiiieiieeiie ettt 24
TTONCO/ESTIPE. c..veeieiieiieeiieeie ettt ettt ettt et e b e e seesebeeseeseseensaeenseens 25
FOINAS. ...t e 25
INTIOTESCENCIAS. ....vvieeeeeeiiee ettt e aee e e e e eebeeesevee s 25
FLOTES...vieeeieeee ettt ettt e e et e e s e e e sabeeessbeeesareeenaeeenns 26
FULOS. e 26
SEMENLES. ...ttt ettt st s 27
Cultivo e Importancia econdmica de M. maripa (Aubl.) Drude.................. 28
01€0S € GOTAUIAS.............oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 28
LAPIAIOS. ettt 29
ACIAOS ZIAKOS ...ttt 30
Importancia do 6leo de M. maripa (Aubl.) Drude............ccccvveveiviniieeienns 32
Técnicas UtIlizadas.............cocooiiiiiiiiiiiiie e 33
Antioxidantes: Determinac¢ao com radical DPPH...............c.ccocoeiiiiinnnnnn. 33
Cromatografia GASOSA.........cccueeeriieeiiieerieeerteeeireeeeeeereeesereeesaeeeareeens 34
Ressonancia Magnética NUuclear...........cccoeecveeeiiieiiiieeciie e 35
Analises FISICO-QUIMICAS. .........ccvueieeiiieeiiiieeiieeeiee et e eanee e 35
Indice de ACIACZ........o..vvveeeeeeeeeeeeeee e 36
ndice de SAPONIFICAGAO. ... ...v.eeeeeeeeeeeeeeeee et 36

TAICE A  AOO e 36



1.2.5.8
1.2.6

1.2.6.1
1.2.6.2
1.2.6.3

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4

3.5

3.5.1
352
353
3.6

3.6.1

3.6.2
3.7

3.8
3.8.1
3.8.1.1
3.8.1.2
3.8.1.3
3.8.14

TNTTAVETINIEIIO . ... e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeaeas 36

Ensaios BiolOgicos i71 VItro...........cccooovieiiiiieiiiiiiiieieeee e 37
Atividade de inibicao de bactérias...........ccceeeeeiiiieiieiiiieeeeeee e 37
Atividade de inibicao da Enzima Acetilcolinesterase.............ccceeeeeeuneeeenn. 38
Testes de toXiCIdAde.......eeverieriiiiiiieeeeeee e 39
OBJETIVOS. ..ottt 41
OBJETIVO GERAL......oooiiiieieeeeeee ettt 41
OBJETIVOS ESPECIFICOS........ooovivieieeeeeeeeeeeeeeee e, 41
MATERIAL E METODOS...........oviiiiiinniineeiesiseseseeesseesessssseseeeees 42
COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BIOLOGICO............... 42
SECAGEM E MOAGEM DE INAJA PARA A EXTRACAO................... 42
EXTRACAO DO OLEO VEGETAL.....c.ooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44
DETERMINACAO DO FATOR ANTIOXIDANTE MEDIANTE A

REACAO COM DDPH........coovioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44
DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE M.

maripa POR CROMATOGRAFIA GASOSA. ..ot 45
Hidrolises de ACidOS SraXoS.............o..c.ovuoviueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee e 45
Metilacio dos ACIOS SIAXOS...............c.ovuoviueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 46
Determinacio dos acidos graxos por cromatografia gasosa.................. 46
ESTUDO QUIMICO DO OLEO POR RMN-"H .....c.coeviiieieeeeeeen. 46
Perfil de acidos graxos totais mediante caracterizacio de RMN-'H

...................................................................................................................... 46
Analise das Propriedades Fisico-quimicas por RMN-'H....................... 47
DETERMINACAO DOS GRUPOS FUNCIONAIS POR

INFRAVERMELHO......ccooiiiiiiiiiiieeierteteeeee et 49
AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA..........cccooveeeeeeeeeeeean 49
Teste de sensibilidade antibacteriana ... 50
Preparacgdo do meio de cultivo Agar Brain Heart Infusion (BHI) ................. 50
Preparacdo do iNOCUIO..........eoiiiiiiiiiiciiee e 50
Preparacao das amoStras.........ccueeecveeeiieeeiieeeiieeeiieeeiee e 50
Teste de atividade antibacteriana das amostras...........ccecveeeeerieeneeesieennnenne. 51



3.82

3.8.2.1
3.8.2.2
3.8.2.3
3.8.24
3.8.2.5
3.8.2.6
3.83

3.8.3.1
3.8.3.2
3.8.33
3.8.3.4
3.8.3.5
3.8.3.6

4.1
4.2

43

4.4

4.5

4.5.1
452
453
454
4.5.5
4.5.6
4.5.7

Teste de atividade anticolinesterasica...................cccccoevviiiniiiiniieenieen. 52
Preparo da solugao tampao Tris/HClI pH 8 (50 mM) .......ccecvveviieiiienieennne 52
Preparo da solugao estoque de enzima (1000U/ML) .......ooovvveeeiieicieeninennne 52
Preparo da solug¢ao da enzima na concentragdo 0,222U/mL......................... 52
Preparo da solugdo de trabalho............cccoevieeiieniiieniiiiiceeeee e 52
Preparo dos rEagENLES. ......cccuvieiieriieeiieiie ettt ettt 53
Teste de atividade anticolinesterdsica das amostras...........ccceeeevveeeeveesnneens 53
Determinacao da toxidade frente a Artemia salina ................................ 54
Metodologia empregada ........c.eecvieeuieeiieriieeiieie e 54
Preparagdo da Solugao Salina .........c.ccceevvieiiieeiieniieeieeeeeie e 54
Preparacdo de Solugdes para o Teste de Artemia salina.............................. 54
Realizacao dOS tESLES .....viiiiiiiiieeieiiee et 54
Avaliacdo da toXiCIdade..........cooviiiiiiiciiiccee e 55
Célculo da Dose Letal 50% (DL50) vooovveevieriieriieeieeeieeeieeeieeiee e 55
RESULTADOS E DISCUSSOES.........coocoviiiiniiineineineerineiseeseeeneenne. 56
RENDIMENTO DO OLEO DE M. Maripa............ccooeveveeeeeeeeeeeerereenns 56
DETERMINACAO DO FATOR ANTIOXIDANTE MEDIANTE A

REACAO COM DPPH........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 57
DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DOS OLEOS MEDIANTE

CROMATOGRAFIA GASOSA ..ottt 59
PERFIL DE ACIDOS GRAXOS TOTAIS DE OLEO DE M. maripa

MEDIANTE CARACTERIZACAO DERMN-"H ......cocooovvvvviiieen. 67
ANALISE DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS POR RMN-'H... 70
INdice de T0dO..............cooovviveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 71
INAiCe de ACIACZ...............oeoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 72
Relaciao de Hidrogénios Oleofinicos/Alinfatico...............c..cccceveveennnenn. 72
indice de Saponificacio e Massa Molecular Média.................c..c........... 72
Estimativa do teor acidos graxos insaturados totais...................c...cc...... 72
Estimativa do grau de insaturago...................cooeeeiiiiiniiiiniiienie e, 72

Numero médio de ligacoes duplas por triglicerideo................................ 73



4.6 GRUPOS FUNCIONAIS PRESENTES NO OLEO DE M. MARIPA.......... 73

4.7 ENSAIOS BIOLOGICOS.......c.cuuiereirreirreseesessssesssessssssessssseseseseeens 74
4.7.1 Teste de sensibilidade antibacteriana........................ccoocciiiininnne. 74
4.7.2 Teste de atividade anticolinesterasica..................c.ccociiiiiiiiiniininne 75
4.7.3 Teste de toxicidade geral frente a Artemia salina................cccoeveueeenne... 76
5 CONCLUSOES........cotiiiiiiiineeiesiesie et 78

REFERENCIAS. ..o, 79



19

1 INTRODUCAO

Sabe-se que o uso tradicional das plantas € tdo antigo quanto o aparecimento da espécie
humana na terra, pois, desde os inicios as primeiras civilizagdes perceberam, que algumas
plantas continham em suas esséncias principios ativos, os quais ao serem experimentados no
combate das doencas, revelaram empiricamente seu poder curativo. Até hoje, em China e o
Egito, continuam usando terapias com produtos naturais tradicionais (SATYAJIT; SARKER,
2007).

A historia das plantas medicinais ndo seria tal, sem a participagdo dos homens e
mulheres que utilizaram as plantas do sitio no que viviam. Os primeiros habitantes da regiao
amazOnica viveram numa aprendizagem permanente dos beneficios que oferecia o entorno para
a saude e a cura de doencas. O uso e conhecimento obtiveram-se possivelmente através de
provas de ensaio acerto-erro, chegando a conhecer e aprender o uso de um niimero significativo
de plantas (RENGIFO, 2007).

Aproximadamente 3,4 bilhdes de pessoas ao redor do mundo dependem da medicina
tradicional baseada em plantas. Plantas medicinais sao todas as plantas que contém em um ou
mais de seus orgaos substancias que podem ser utilizadas com propoésitos terapéuticos ou que
sejam precursoras de semi-sintese quimico-farmacéutica (OMS, 1979; 2005). Nesse sentido,
Morgan (1994), afirma que toda planta que contém um ou mais principios ativos em sua
composicao e que sao Uteis a satide dos seres humanos, sdo consideradas plantas medicinais.

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de
plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). As plantas
medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de drogas, ndo
somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas
também como matérias-primas para a sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente
ativos (OMS, 1998). Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim
subdivididos: 25% de plantas, 12% de microrganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2001).
Das 252 drogas consideradas bésicas e essenciais pela OMS, 11% sdo originérias de plantas e
um numero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (RATES, 2001).
Além disso, nas ultimas décadas, o interesse populacional pelas terapias naturais tem

aumentado significativamente nos paises industrializados (OMS, 2001).
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O uso de principios ativos de plantas € pouco explorada quando falamos de atividade
antibacteriana, antifingica, anticolinesterasica, sendo que das espécies de plantas encontradas
no mundo, apenas uma pequena fracao teve seu estudo fitoquimico realizado (HAMBURGER,
1991; LOPES, 2005).

Dentro dessa enorme biodiversidade floristica encontramos nas regides do Brasil, uma
grande variedade de plantas que compdem a familia Arecaceae, que apresenta uma distribui¢ao
pantropical e abrigam a maior diversidade de palmeiras do mundo, sendo uma fonte importante
de niacina, riboflavina, tiamina, ferro e retinol entre outros compostos (MORA-URPL 1997;
FERREIRA, 1998).

O género Maximiliana, pertence a familia Arecaceae, estd composto de 73 espécies
descritas na literatura (PINTAUD, 2008). Entre as espécies mais representativas do género esta
a Maximiliana maripa (Aubl.) Drude, conhecida com o nome comum de Inajd, que ¢ uma
palmeira que se encontra por toda a Amazodnia, no Maranhao, Mato Grosso, Ceard, Venezuela,
Peru, Bolivia, etc., e apresenta diversas classes de acidos graxos essenciais, como acido graxos
saturados (AGS) e 4cidos graxos insaturados (AGI) com significativa quantidade, e uma variada
caracteristica fisico-quimica os quais, ndo podem ser produzidos pelo o organismo humano e,
portanto, tem de ser consumidos, através de alimentos ricos dessas substancias em beneficio da
saude (DAMASCENO, 2009).

A literatura destaca que a palmeira de inaja pode ser totalmente utilizada, como possivel
fonte alternativa de alimentacdo para humanos e animais, pois observou-se a presenca de
proteinas e lipidios (SHANLEY et al., 2010). A améndoa como a polpa do fruto, pode servir
como matéria-prima para induastria de cosméticos, saboarias (“‘sabao vegetal”) e alimenticias,
sendo seu potencial industrial o 6leo comestivel obtido do fruto, podendo alcancar até 60%
(MIRANDA et al., 2001).

Pelos dados obtidos de estudos realizados com Inaja ¢ possivel inferir a falta de
informacao referente a sua utilizagdo como potencial bioativo, sendo ainda pouco conhecida e
estudada no meio académico na regido amazonica (PEREIRA, 2013).

Portanto, a finalidade deste trabalho ¢ realizar a avaliagdo quimica, fisico-quimica e
bioldgica do 6leo da polpa de Maximiliana maripa (Aubl.) Drude, de ocorréncia natural no

estado de Roraima.
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12  FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 Biodiversidade de Plantas no Brasil

O Brasil ¢ o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20%
do total mundial, com destaque para as plantas superiores, nas quais detém aproximadamente
24% da biodiversidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O Brasil ¢ signatario da Convencao sobre Diversidade Bioldgica (CDB), acordo
estabelecido no ambito da Organizagdo das Nac¢des Unidas (ONU) e integrado por 188 paises
cujos objetivos sdao a conservagdo da diversidade bioldgica, a utilizagdo sustentavel de seus
componentes € a reparti¢do justa e equitativa dos beneficios derivados da utilizacdo dos
recursos genéticos. A mesma convengao ressalta a importincia dos conhecimentos tradicionais
de povos indigenas e de comunidades locais para o alcance destes objetivos, delegando aos seus
signatarios o dever de garantir a esses povos e comunidades o direito de decidir sobre os usos
desses saberes e de também perceber os beneficios decorrentes de seu uso (MINISTERIO DA

SAUDE, 2006).

1.2.2 Metabolitos Secundarios

Além do metabolismo primadrio, responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas,
lipideos, aglcares e outras substancias importantes para a realizagdo das fungdes vitais, as
plantas também apresentam o chamado metabolismo secundario (CHAMPE et al., 2008).

Os metabdlitos secundarios, geralmente de estrutura complexa, baixo peso molecular,
possuem atividades bioldgicas marcantes e, diferentemente dos metabdlitos primarios,
apresentam-se em baixas concentracdes ¢ em determinados grupos de plantas (BERG e
LUBERT, 2008). Os metabolitos secundarios, despertam grande interesse, ndo sé pelas
atividades biologicas exercidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas
também pela imensa atividade farmacoldgica que possuem. Muitos sdo de importancia
comercial ndo apenas na area farmacéutica, mas também nas areas alimentar, agrondmica,
perfumaria e outras (SIMOES et al., 2007).

Para Pereira e Cardoso (2012), a origem de todos os metabdlitos secundarios pode ser
resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o acido

chiquimico e o acetato. O acido chiquimico ¢ precursor de taninos hidrolisaveis, cumarinas,
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alcaléides derivados dos aminoacidos aromaticos e fenilpropandides, compostos que tem em
comum a presenca de um anel aromdtico na sua constituicao; ao passo que os derivados do
acetato sao os aminodacidos alifaticos e os alcaldides derivados deles; terpendides, esteroides,
acidos graxos e triglicerideos (LEITE, 2008). Os metabolitos secundarios vegetais destacam-se
na area da farmacologia devido a seus efeitos bioldgicos sobre a saude da espécie humana.

Na Figura 1 observa-se uma visdo simplificada das principais vias de biossintese de

metabolitos secundarios.

Figura 1 - Esquema geral simplificado da interface entre o metabolismo primario e as vias de sintese dos

metabolitos secundarios

CO,
‘J'_ fotossintese
METABOLISMO PRIMARIO

eritrose 4-fosfato \ J-fosfoglicerato
fosfoenclpiruvato piruvato
Ciclo de acido Acstil CoA
tricarboxilico
o X
amincéacidos alifaticos
W W
VIADO ACIDO VIADO ACIDO VIADO ACIDO VIADO MEP
CHIQUIMICO MALGNICO MEVALONICO
aminoacidos

aromaticos j

— substancias -
substincias terpencides
i graxas
nitrogenadas
W

> substancias
> fendlicas

METABOLISMO SECUNDARIO

Fonte: Taiz Zeiger (2009).
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1.2.3 Espécie Vegetal

1.2.3.1 Familia Arecaceae

A familia Arecaceae ¢ constituida por 2000 espécies, distribuidas em 190 géneros,
predominantemente nos tropicos. Constitui a terceira familia botdnica economicamente mais
importante, atras apenas das familias Poaceae e Fabaceae. A Arecaceae subdivide-se em seis
subfamilias: Calamoideae, Nypoideae, Phytelephantoideae, Ceroxyloideae, Arecoideae e
Coryphoideae (HEYWOOD, 2007).

Arecoideae ¢ a maior subfamila das Palmas, que compreende seis grupos separados,
com um total de 112 géneros (entre os que destaca Maximiliana) e 1400 spp. (HEYWOOD,
2007). Na floresta Ombrofila Atlantica, que se estende por toda a Costa do Brasil até Argentina
e Paraguai, sdo encontrados 10 géneros e 40 espécies de palmeiras (HENDERSON;
GALEANO et al., 1995).

1.2.3.2 Maximiliana maripa (Aubl.) Drude

Também conhecida como a palmeira do inajazeiro, o fruto pode ser considerado
alimento tanto para humanos quanto para animais domésticos e silvestres (BEZERRA, 2011).
Os nomes populares desta palmeira, depende do lugar de procedéncia. E conhecida como Arita,
pelos Amerindios, na Bolivia: Cusu, Huacava; no Brasil: inaj4, najé, anaja, catolé; na Colombia:
Chinchire; no Equador: Inayio; em Guiana: Kokeritpalm; em Guiana Francesa: Maripa; em
Peru: Incham, Inaynga; em Suriname: Maripa, e em Venezuela: Cucurito, Anaja (SILVEIRA,
2009).

A palmeira de inaja apresenta diversos sindonimos em quanto a sua identificagao botanica
(LEITMAN, 2015). O mais usado ¢ Maximiliana maripa (Aubl.) Drude; isto por apresentar o
uso de diferentes conceitos de género entre os taxonomistas. Na Guia de Campo das palmas das
Américas (Henderson et al., 1995), todas as espécies da subtribu Attaleinae sensu Uhl e
Dransfield (1987) sdo incluidas num amplo género Attalea, enquanto que no tratamento
taxondmico de Palma Subtribu Attaleinae (Glassman, 1999), o grupo trata-se como cinco
géneros separados (stricto sensu Attalea, Orbignya, Scheelea, Maximiliana e Ynesa)
(PINTAUD, 2008). As sinonimias de Maximiliana maripa (Aubl.) Drude, encontradas sao

[Palma maripa Aubl.; Palma maripa Corréa; Attalea maripa (Aubl.) Martius; Englerophoenix
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maripa (Corréa) Kuntze]. [Maximiliana elegans Karsten]. [Maximiliana regia Mart.].
[Maximiliana martiana Karsten). [ Englerophoenix regia (Mart.) Kuntze; Attalea regia (Mart.)
Wess. Boer.]. [Maximiliana tetrasticha Drude; Englerophoenix tetrasticha (Drude) Barb. Rodr.;
Scheelea tetrasticha (Drude) Burret]. [Maximiliana longirostrata Barb. Rodr.; Englerophoenix
longirostrata (Barb. Rodr.) Barb. Rodr.]. [Maximiliana macrogyne Burret]. [Maximiliana
stenocarpa Burret]. [Maximiliana macropetala Burret; Attalea macropetala (Burret) Wess.

Boer]. [Attalea cryptanthera Wess. Boer] (FERREIRA, 2005).

1.2.3.3 Usos Tradicionais de Maximilina maripa

Na Tabela 1, podemos observar que a palmeira de Inaja ¢ totalmente utilizada, e o fruto

pode ser considerado alimento tanto para humanos quanto para animais domésticos e silvestres.

Tabela 1 - Uso tradicional de M. maripa

PARTES DO VEGETAL USOS

Alimentos (podendo ser usada como ragdo para aves, suinos e
Fruto peixes, farinha, 6leo comestivel, vinho), saboarias (sabdo vegetal),
combustivel, cosméticos.

Folha Cobertura temporaria de casas.

Coarata, Pedunculo Utensilios e ferramentas.

Alimentos (utilizando no engorde dos animais, aumentando a

Palmito produgio de leite.)

Tanto a améndoa como a polpa do fruto representam a matéria-prima que podem ser
consumidos como alimento no seu estado natural, servindo ainda para a produ¢do de vinhos,
sucos, sorvetes e produgdo de polpa. Tem importancia também para industria de cosméticos,
como saboarias ("sabdo vegetal") e produtos para a saude (SOUZA, LUCIEN, SILVEIRA,
2005; BEZERRA, 2011; CHARLES 1999; ELOY, 2001).

1.2.3.4 Distribuigdo geografica

A palmeira M. maripa cresce em locais de area seca, aberta e tem uma boa adaptagao
em solos quimicamente pobres (DUARTE, 2009). E encontrada em todo o norte da América do
Sul, incluindo Colombia, Venezuela, Trinidad (caribe), Guianas, Equador, Peru, Bolivia e Brasil

(Acre, Amazonas, Roraima, Maranhao, Mato Grosso, Para e Rondonia) (FERREIRA, 2005).
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1.2.3.5 Tronco/Estipe

Pode atingir até 20 metros de altura (DUARTE, 2009). Solitario, com 229,5 cm de
diametro, ereto, e as vezes com um cone de raizes na base alcancando até¢ 70 cm (FERREIRA,

2005).
Figura 2 - Individuo de M. maripa

Fonte: Duarte (2008).

1.2.3.6 Folhas

Folhas eretas, arranjadas em espiral; peciolo e bainha com 1,5 - 2,3 m de comprimento
fibrosos nas margens; peciolo com até 20 cm de largura na base, peciolo e raque com os bordos
cortantes; raque 6,23-6,58 m de comprimento; arranjadas em grupos de 2-10, dispostas em
diferentes planos, lineares, aristadas, sem auricula na base, pinas medianas com 1-1,15 m de

comprimento e 4-6,5 cm de largura, com nervura central bem proeminente (FERREIRA, 2005).

1.2.3.7 Inflorescéncias

Intrafoliar, persistente, algumas vezes totalmente estaminada ou estaminada e pistilada;
pedunculo 45-100 cm de comprimento; bractea primaria 0,5-1,6 m de comprimento; bractea

peduncular persistente, 1,1-2,5 m de comprimento incluido o 4pice, longo e fino, que pode
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medir 35-50 cm de comprimento; raque 40-100 cm de comprimento; 15-22 cm de comprimento,

dispostas em todos os lados da raque (FERREIRA, 2005).

1.2.3.8 Flores

Estaminadas com 3 sépalas triangulares, 3 pétalas unidas na base, lanceoladas, 3,5 mm
de comprimento, 6 estames com anteras medindo at¢ 8 mm de comprimento, pistiloide ausente;
flores pistiladas 1,5 cm de comprimento, 6-10 por raquila; 3 pétalas e 3 sépalas, ovario

tomentoso (FERREIRA, 2005).

1.2.3.9 Frutos

Os cachos de Inaja, contém aproximadamente 2.000 frutos (DUARTE, 2009),
compostos por mesocarpo fibroso e viscoso, endocarpo sem fibras, com 4,5-7,5 cm de
comprimento, 2,5-3 cm de didmetro, recoberto, as vezes, até¢ a metade pelo perianto e com
residuo estaminoidal apicalmente franjado; forma oblongo-elipsodide; quando maduro,
ocorrendo no periodo de janeiro a junho ou também podem ser apresentar entre os meses de
outubro a dezembro (FERREIRA, 2005). Nas Figuras 3 e 4 observa-se, respectivamente, cacho

e fruto do inaja.

Fonte: Bezerra (2011).
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Figura 4 - Fruto do Inaja

L

Fonte: Bezerra (2011).
1.2.3.10 Sementes
Na Figura 5, pode-se observar as sementes, encontrando-se de 2-3 sementes por fruto,
as quais apresentam um alto percentual de 6leo, que pode ultrapassar os 60%, fato que enquadra
esta oleaginosa como palmeira promissora para o seu aproveitamento sustentdvel como

biodiesel no estado de Roraima (DUARTE, 2009; FERREIRA, 2005).

Figura 5 - Sementes do Inaja

Fonte: O autor.
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1.2.3.11 Cultivo e Importancia econdmica de M. maripa (Aubl.) Drude

O Inaja se encontra por toda a Amazdénia. Em Roraima, a palmeira pode ser observada
nas areas de mata, durante o ano inteiro, e devido a sua produtividade, distribuicdo e
abundancia, se mostra como uma fonte promissora de energia renovavel. Frequentemente em
ambientes muito distintos, ¢ tolerante a inundagdes, queimadas e condigdes de baixa fertilidade
do solo (CARDOSO, 2007). Em Roraima, encontra-se principalmente nos municipios de
Mucajai, Iracema, Cant4, Caracarai, Bonfim, Alto Alegre, Amajari entre outros (DUARTE,
2008).

O potencial industrial do inaja estd no 6leo comestivel obtido da améndoa do fruto,
podendo alcancar até 60% (MIRANDA et al., 2001). E consumida como farinha, 6leo
comestivel, em ragdo para aves, suinos e peixes. As folhas jovens servem como cobertura de
casas e as adultas como abrigo nas florestas para homens e animais; na coroa foliar, encontra-
se o palmito que tem grande valor alimenticio e industrial; o estipe (caule) ¢ utilizado para
fabricacdo de moveis, assoalhos, paredes de casas e etc., também a polpa pode ser a base de
uma bebida denominada “vinho” que ¢ composta com uma mistura de agua e acUcar

(DOUGLAS, 2002; BEZERRA, 2011).

O fruto de inaja apresenta caracteristicas fisico-quimicas que possibilitam o seu
aproveitamento na alimentagdo tanto humana quanto animal, representando um alimento
energético, assim como matéria-prima de carater oleifero (BEZERRA, 2011; DUARTE, 2012),
podendo gerar 3,690 litros de 6leo por ha ao ano (DUARTE, 2012), o que representa um alto
potencial quando comparado com a soja (400L/ha), o girassol (800L/ha), o milho (160L/ha),
ou o algodao (280L/ha) (PETROBIO, 2013). Estes fatores despertaram muito interesse na

viabilizagdo econdmica do inaj4 para a producdo energética (DUARTE, 2012).

1.2.4 Oleos e Gorduras

Os o6leos e gorduras sdao substancias insoluveis em dgua (hidrofébicas), de origem
animal ou vegetal formados predominantemente de produtos de condensacao entre glicerol e
acidos graxos chamados de triglicerideos (CARNEIRO, 2007). O quimico e fisico francés
Michel-Eugéne Chevreul no inicio do século XIX, realizou as primeiras pesquisas de sobre

constituigdes de 6leos e gorduras, demonstrando que a hidrolise de 6leos e gorduras davam
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origem a acidos graxos e glicerol (GUNSTONE, 1971). Na Figura 6, pode-se observar a reagao

geral de hidrolise de um triacilglicerol.

Figura 6 - Reacgdo geral de hidroélise de um triacilglicerol

CHz—o-—c"‘g-—R H,—OH RCO,H
H—0—C R MU . o4 oH + RCOM

CH,—0—C—R" CH,—OH R"CO,H
Triacilglicerol glicerol acidos graxos

Fonte: Hardman (2008).

Atualmente sdo reconhecidos como nutrientes essenciais na alimentacdo humana ¢
animal e proporcionam a fonte mais concentrada de energia que se tem conhecimento, € suas
propriedades fisico-quimicas e organolépticas, estdo intimamente ligadas a sua composicao

quimica, principalmente aos tipos de acidos graxos presentes (RAMALHO, 2012).

1.2.4.1 Lipidios

Os lipidios sao biomoléculas com grande variedade estrutural. Os 4cidos graxos e seus
derivados, esterdis, ceras e carotenoides, sdo os exemplos mais conhecidos de lipideos, tendo
em comum a presenc¢a de cadeias organicas com um elevado niumero de carbonos, o que lhes
confere o carater hidrofobico, podendo apresentar apenas dtomos de carbono e hidrogénio ou,
ainda, grupos funcionais com heterodtomos, como alcoois, fendis, cidos carboxilicos, ésteres,
entre outros (FAHY, 2005). Na Figura 7, encontra-se a estrutura quimica do colesterol, que €
uma importante molécula dos tecidos animais, ¢ um exemplo de um esteroide. Além de ser um
componente essencial das membranas bioldgicas, o colesterol ¢ um precursor na biossintese de

todos os hormonios esteroides, vitamina D e sais biliares (MOTTA, 2009).
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Figura 7 - Estrutura quimica do colesterol
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Fonte: Hardman (2008).

1.2.4.2 Acidos graxos

A essencialidade de certos acidos graxos foi descrita pela primeira vez por Burr (1929)
e reafirmada por inimeros trabalhos de pesquisa, sendo determinada pela impossibilidade dos
animais (diferente dos vegetais) em sintetizar estes acidos graxos a partir de precursores
estruturalmente mais simples. Os 4cidos graxos sdo cadeias carbonicas compostas de C, O e H
que contém um grupo carboxila em uma das extremidades e um grupo metil na extremidade
oposta. Essa cadeia carbdnica varia de tamanho dependendo do ntimero de carbonos ligados a
ela. A cadeia carbonica, quando apresenta menos de 4 carbonos, ¢ classificada como cadeia
curta; quando possui de 6 a 12 carbonos, ¢ classificada como cadeia média; e como cadeia
longa, aquelas com mais de 14 carbonos. Além do ntimero de carbonos ligados, os lipidios sao
classificados como saturados, sem duplas ligagdes, ou insaturados, com presenga de dupla entre
os atomos de carbono. Os 4acidos graxos insaturados podem ser classificados como
monoinsaturados, quando possuem apenas uma dupla ligacao, ou poli-insaturados, quando tém
mais de uma dupla ligagdo (LEHNINGER, 1995).

Os acidos graxos saturados (AGS) sdao predominantemente encontrados em carne, ovos,
queijos, leite, manteiga, 6leo de coco, palma e em vegetais hidrogenados (GOMEZ, 2003). Os
acidos graxos monoinsaturados (AGMI) sdo encontrados na maioria das gorduras animais,
aves, carnes de vaca, cordeiro, em azeitonas, sementes e nozes (GARCIA, 2006), sendo o mais
comum o 4cido oléico (C18:1). Na Tabela 2 pode-se observar os principais acidos graxos

saturados e insaturados presentes em Oleos e gorduras.
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Tabela 2 - Principais acidos graxos presentes em 6leos e gorduras

Acidos Graxos Saturados

Nomenclatura Usual Nomenclatura Oficial C/1 Formula PF (°C)
Acido Butirico Acido Butanéico 4:0 CH; - (CH;), — COOH -53
Acido Caproico Acido Hexandico 6:0 CH; - (CH,), — COOH =32
Acido Caprilico Acido Octandico 8:0 CH; - (CH,)s — COOH 16,5
Acido Caprico Acido Decanioco 10:0 CHj; - (CHz)s — COOH 31,0
Acido Laurico Acido Dodecanéico 12:0 CH; - (CH,)10— COOH 45,0
Acido Miristico Acido Tetradecandico  14: 0 CH; - (CH,)1, — COOH 54,0
Acido Palmitico Acido Hexadecanoico 16:0 CH; - (CH») 14 — COOH 63,0
Acido Estearico Acido Octodecanoico 18:0 CHs - (CHz)16 — COOH 70,0

Acido Araquidico Acido Eicosandico 20:0 CHs; - (CHy)15 — COOH 76,1
Acido Behénico Acido Docosanoico 22:0 CHj3; - (CHz)20 — COOH 80,0

Acidos Graxos Insaturados

CH;(CH,);CH=CH-(CHa)s-

Acido Palmitoléico Cis-9-Hexadecenodico 16:1 COOH 32,0
Acido Oléico (GD-9) 9-Octadecensico 1y CHRCHRCHECHHCHL)- 4,0
Acido Linoléico (GD-6) 9-12-Octadecadienoico 18:2 %I_II-;iCCI_IEIz-)ggII—LIIZZ)S(}jI_OCOHé- -50
Acido Linolénico (GD-3) 9,12,15-Octadecatriendico  18:3 CH;CH,CH=CH-CH,-CH=CH- -11,0

CH,-CH=CH(CH,),-COOH

C /I: Carbonos e insaturag¢des
Fonte: Santos (2010).

As trés familias mais importantes sdo a ®-9, -6 e »-3. O principal representante da
familia ®-3 ¢ o acido a-linolénico (C18:3) ¢ encontrado em quantidades aprecidveis em
sementes oleaginosas como canola, soja e linhaca. O principal representante da familia w-6 € o
acido linoléico (C18:2) e estd presente de forma abundante nos 6leos vegetais como 6leo de
girassol, cartamo, milho, soja, algoddo, etc., e da familia ®-9 ¢ o acido oleico (C18:1)
(DZIEZAK, 1989). Contudo, a maior fonte deste acido reside nos animais marinhos,
particularmente peixes. Os acidos ®-6 e ®-3, sdo considerados 4cidos graxos essenciais por
serem necessarios para a saude uma vez que, ndo sdo biossintetizados pelos animais, sendo
adquiridos através da dieta (GOMEZ, 2003).

A numeracao dos carbonos de uma cadeia carbonica de acidos graxos se inicia a partir
do grupamento carboxila, cujo carbono ¢ considerado o numero 1. O carbono numero 2 ¢

denominado como alfa, e o carbono niimero 3 ¢ denominado beta. O carbono do grupo metil ¢
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conhecido como carbono 6mega. Nos acidos graxos insaturados, as familias sdo denominadas
pela posi¢ao da primeira dupla ligacdo, sendo a contagem iniciada pelo carbono 6mega, ou seja,
uma cadeia carbonica com a primeira dupla liga¢ao no carbono de nimero 3 a partir do carbono
omega ¢ chamada de 6mega 3 (SANTOS; GRECO, 2010). A Figura 8 mostra os acidos graxos

w-3, w-6 € w-9.

Figura 8 — Estrutura quimica dos 4cidos graxos w-3, w-6 e @-9.
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Fonte: Santos e Greco (2010).

1.2.4.3 Importancia do 6leo de M. maripa (Aubl.) Drude

O inaja € uma oleaginosa caracteristica da Amazodnia, sendo considerada uma cultura
perene na regido, ja que possui potencial para a producao de biocombustiveis (CARDOSO,
2007). Os teores de proteina (7,06%) e de extrato etéreo (28,64%) observados no mesocarpo
indicam que o inaja pode ter um potencial aproveitamento na alimenta¢do humana e animal,
representado como um alimento energético por seu valor nutritivo e contetido de lipideos
(BEZERRA, 2006; SOUZA, 2005; MOTA, 2007). A cultura destas plantas, que se realiza
tradicionalmente pelos nativos desde tempos antigos deve-se fomentar, como uma alternativa
alimentaria para o povo que mora nas regides, mas poderiam ser também uma fonte de 6leos
vegetais de alta qualidade que se poderia vender contribuindo consideravelmente a conservacao

dos bosques tropicais (COSTA, 2011; BEZERRA, 2006; SOUZA, 2005).
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1.2.5 Técnicas Utilizadas

A seguir, apresentamos uma breve revisao das técnicas utilizadas neste trabalho de

pesquisa.

1.2.5.1 Antioxidantes: Determina¢do com radical DPPH

Nos ultimos anos, a técnica de raios X comecgou a ser utilizada na medicina para
detec¢do nado invasiva de lesdes e, em seguida, detectado sua capacidade de causar danos nos
tecidos biologicos. Na primeira metade do século XX, os estudos sobre os efeitos da radiagao
gama e X sugerem que, especialmente os radicais livres, radicais hidroxila foram responsaveis
pelo dano celular (STEIN; WEISS, 1948). A partir desse momento os eliminadores de radicais
livres apareceram como a solucdo para os danos oxidativos associados com a radiagdo e
qualquer processo bioldgico de degradacao causada pelos radicais. Em particular, foi proposta
a teoria que explica o envelhecimento por agdao dos radicais livres e, consequentemente, a
solugdo teria de vir dos antioxidantes com capacidade de capturar esses radicais livres
(OXILIA, 2010).

Os radicais livres sao produzidos por fungdes celulares normais ou ainda podem ser
induzidos por diferentes fatores ambientais ou fisiologicos, tais como a radiacdo ultravioleta,
exercicio fisico extenuante. Entre os radicais livres estdo incluidos o radical hidroxila (OH), o
4nion superodxido (O%), peroxido de hidrogénio (H20), e 6xido nitrico (NO). Tais espécies,
devido a sua elevada reatividade quimica, podem levar a uma peroxida¢ao lipidica, oxidagao
de certas enzimas, a oxidacdo e degradacdo de proteinas e danos mutagénicos no acido
desoxirribonucléico (ADN) (GENESTRA, 2007). Os radicais livres estdo envolvidos em
fungdes distintas através de reagdes de oxidacao-redugao, a modificacdo de uma variedade de
moléculas envolvidas na maioria das vias de sinalizagdo celular, ou, moléculas da matriz
extracelular (LOPEZ, 2012).

Sendo que a morte celular ¢ um processo irreversivel de oxidacdo, por conseguinte, um
antioxidante eficaz, deve parar o processo degenerativo que culmina na morte da célula
(PHAM-HUY; HE, et al., 2008).

Os antioxidantes formam parte de um conjunto de compostos quimicos ou produtos
bioldgicos que neutralizam de forma direta ou indireta os efeitos nocivos dos radicais livres ou

oxidantes (ZAMORA, 2007).
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Compostos derivados de plantas medicinais com atividade antioxidante tém sido
isolados das mais diversas familias de plantas, sendo os compostos fendlicos as substancias
representativas desta atividade (RAMAWAT, 2009).

Uma alta proporcao de flavondides ocorre naturalmente como glicosideos soluveis em
agua. Quantidades consideraveis de flavondides sdo consumidas diariamente em nossa dieta
quando ha consumo de vegetais. Alguns flavondides sdo particularmente benéficos, atuando
como antioxidantes, dando protec¢ao contra doengas cardiovasculares, certos tipos de cancer, e,
alega-se, degeneragdo relacionada a idade dos componentes celulares (ALVES, 2007). Sua
natureza fenodlica lhes permite neutralizar os radicais livres prejudiciais, tais como superoxido,
radicais hidroxilas (SATYAJIT; SARKER, 2007).

Os compostos quimicos, como polifendis, entre outros tém a capacidade para capturar
e deslocar elétrons, fornecendo essas substancias com propriedades oxidantes. Assim, o ensaio
de eliminador de radical livre de DPPH apresenta-se como um teste de previsdo do potencial
da atividade antioxidante e pode ser utilizado para o rastreio de substancias quimicas sintéticas,

bem como produtos naturais (SHARMA, 2009).

1.2.5.2 Cromatografia Gasosa

A teoria da cromatografia e sua pratica foram desenvolvidas ao longo de décadas. Os
primeiros trabalhos envolvendo cromatografia foram publicados em 1906 por Michel Tsweet,
um botanico russo, o qual separou algumas substancias de extratos de plantas (CHESTER,
2002). A cromatografia gasosa, ¢ uma técnica de separacdo importante para analises
quantitativa e qualitativa de uma vasta gama de compostos. Trata-se de uma técnica rapida e
sensivel, que permite a combinacdo de uma variedade de detectores seletivos incluindo a
detecgdo por espectrometria de massas (KAAL, 2008).

A Cromatografia Gasosa, ¢ uma técnica para separacdo ¢ analise de misturas de
substancias volateis. Cromatografia gasosa - Detector por lonizagao de Chama (CG-FID) ¢ uma
técnica analitica muito comum que ¢ amplamente utilizada na indUstria petroquimica e
farmacéutica. Um FID geralmente usa uma chama de hidrogénio/ar pela qual passa a amostra
para oxidar moléculas organicas e produz particulas eletricamente carregadas (ions). Os ions
sao recolhidos e produzem um sinal elétrico que ¢ entdo mensurado (COLLINS et al., 2006;
VISENTAINER; FRANCO, 2006).

O FID ¢ extremamente sensivel a impurezas de hidrocarboneto no fornecimento de

hidrogénio e de ar da chama. Impurezas de hidrocarbonetos podem causar aumento do ruido de
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base e reduzir a sensibilidade do detector (COLLINS et al., 2006; VISENTAINER; FRANCO,
2000).

1.2.5.3 Ressonancia Magnética Nuclear

Foi descoberta em 1945 por Bloch e Purcell (Prémio Nobel da Fisica em 1952) na
sequéncia dos trabalhos de Isidor I. Rabi (Prémio Nobel da Fisica em 1944). E a ferramenta
mais poderosa que existe para a determinacdo de estruturas organicas, € proporciona uma
grande quantidade de informacao sobre a estrutura do composto e pode se determinar muitas
estruturas utilizando s6 o espectro de RMN, se baseia na deteccdo das propriedades magnéticas
dos nucleos (LUZYANIN, 2010; WADE, 2011).

A técnica do RMN-'H é uma técnica extremamente sensivel a densidade eletronica e a
populagio de hidrogénios que gerou o sinal. O espectro de RMN-'H é uma série de sinais
agudos cujas frequéncias podem ser relacionadas a natureza quimica dos atomos de hidrogénios
(grupos metil, metilenos, etc.) e cujas intensidades sdo diretamente relacionadas ao nimero de
hidrogénios que produzem o sinal. Hidrogénios em ambientes eletronicos diversos mostram
diferentes deslocamentos quimicos e a intensidade do sinal € proporcional a quantidade de
hidrogénios (GUILEN; RUIZ, 2001).

Assim, de um tunico espectro adquirido diretamente da amostra em estudo, ¢ possivel
identificar e quantificar um grande nimero de componentes individuais de uma mistura
complexa através dos seus sinais caracteristicos na RMN (BARISON; SILVA; CAMPOS,
2010). A RMN pode ser utilizada tanto para a analise qualitativa como quantitativa e as suas
aplicagdes vao desde a andlise de compostos quimicos simples a seres vivos intactos. No
entanto, ¢ usada com outras formas de espectroscopia e analises quimicas para determinar as

estruturas de moléculas organicas complicadas (LUZYANIN, 2010; WADE, 2011).

1.2.5.4 Analises Fisico-Quimicas

Os chamados indices sdo as determinagdes feitas nos estudos de 6leos e gorduras, os
quais sdo as expressoes das propriedades fisicas ou quimicas daquelas substancias. Desta forma,
para avaliagdo e qualificagdo de 6leos sdo determinados os indices de acidez, saponificagao,
iodo, éster e as propriedades fisicas (CORREIA, 2009). No presente trabalho, serdo realizadas

as caracterizagdes fisico-quimicas do 6leo de Inajd, com algumas adaptagdes.
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1.2.5.5 indice de acidez

A determinacao da acidez pode fornecer um dado importante na avaliagao do estado de
conservagao do oOleo. Um processo de decomposi¢do, seja por hidrdlise, oxidacdo ou
fermentagdo e acelerada pelo calor e presenca de luz, altera quase sempre a concentragao dos
ions hidrogénio, sendo a rancidez comumente acompanhada pela formacao de acidos graxos
livres. Estes geralmente sao expressos em indice de acidez, em mL de solu¢ao normal, por cento
em grama de acido oléico, forma adotada pelos regulamentos técnicos (IAL, 2008). Pode ser

medido através do método titulométrico.

1.2.5.6 Indice de saponificagio

O indice de saponificagdo ¢ definido como o nimero de miligramas de hidroxido de
potassio (KOH) necessario para saponificar um grama de amostra (IAL, 2008). E inversamente,
proporcional a massa molecular média dos 4cidos graxos dos triglicerideos presentes nas
amostras. Este indice demonstra a presenga de dleos ou gorduras de alta propor¢ao de acidos
graxos de baixa massa molecular em mistura com outros 6leos e gorduras (MORETTO et al.,
2008). A reacdo de saponificagdo pode estabelecer o grau de deterioracdo e a estabilidade, além
de verificar se as propriedades dos 6leos estdo de acordo com as especificagdes e identificar

possiveis fraudes e adulteragdes (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).

1.2.5.7 Indice de iodo

O indice de iodo ¢ a medida do seu grau de insaturacdo, sendo expresso em porcentagem
de iodo absorvido por grama de amostra (IAL, 2008). Este indice, estd relacionado com a
presenca de duplas ligacdes no 6leo. Assim, o iodo pode ser quantitativamente introduzido nas
duplas liga¢des dos acidos graxos insaturados e triglicerideos, razdo pela qual, quanto maior a
insaturacdo de um 4cido graxo, maior serd a sua capacidade de absorcdo de iodo e,

consequentemente, maior serd seu indice (REDA, 2004).

1.2.5.8 Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho ¢ uma técnica utilizada desde 1940 pelos cientistas

russos, mas s6 em 1950 foram comercializados os primeiros espectrometros dispersivos. E um
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método de caracterizagdo fisico para analise qualitativas e determinagdes quantitativas de tragos
de elementos. Isto € possivel porque os dtomos que formam as moléculas possuem frequéncias
especificas de vibragdo, que variam de acordo com a estrutura, composi¢ao ¢ o modo de
vibragao da amostra (CHIA, 1988). Duas categorias basicas de vibracao moleculares sdo
conhecidas: as vibragdes de deformagdo axiais e as deformagdes angulares. Uma vibracao de
deformacgdo axial (estiramento) envolve uma mudanga continua na distancia interatdmica ao
longo do eixo da ligacdo entre dois atomos. Vibragdes de deformacdao angulares sao
caracterizadas pela mudanga no angulo entre duas ligagdes (SILVERSTEIN, 1994). A radiagao
infravermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro eletromagnético situada entre
as regides do visivel e microondas, sendo a por¢do mais utilizada para o quimico organico
aquela situada entre 4000 cm™ e 400 cm™! (SILVERTEIN, 2006).

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) ¢ uma técnica amplamente utilizada
em analises qualitativas, sintese, e transformacdes organicas. Atualmente, o infravermelho é um
importante recurso para identificagdo e elucidacdo estrutural de substancias organicas, ao
mesmo tempo esta técnica apresenta alta relevancia na determinagdo da pureza, assim como no

controle e acompanhamento de reacdes (LOPES; FASCIO, 2004; RIBEIRO; SOUZA, 2007).

1.2.6 Ensaios Bioldgicos in vitro

1.2.6.1 Atividade de inibigcdo de bactérias

As infec¢des tém sido uma das principais causas de doenga ao longo da historia da
humanidade. Com a introdu¢do dos antibidticos, este problema tendeu a desaparecer. No
entanto, os microrganismos tém vindo a desenvolver mecanismos de resisténcia que tém
contrariado os avancos alcancados no tratamento de infecgdes (GOODMAN; GILMAN'S,
2008; KATZUNG, 2007; TENOVER, 2006).

Para a sobrevivéncia de qualquer bactéria ¢ essencial manter a integridade da parede
celular, sendo importante referir que a parede celular das bactérias Gram positivas e das
bactérias Gram negativas ¢ diferente, como se pode visualizar na Figura 9.

A parede celular ¢ suficientemente flexivel em virtude da sua estrutura entrelagada do
seu principal constituinte, o peptidoglicano, com o alto indice de ligagcdes cruzadas

(GOODMAN; GILMAN'S, 2008).
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Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como bactericidas, quando
causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibi¢ao do crescimento
microbiano. Sdo exemplos de antibidticos com acdo ao nivel da sintese do peptidoglicano os
antibioticos B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems, monobactamicos e alguns

inibidores das B-lactamases), a bacitracina e os glicopéptidos (BAPTISTA, 2013).

Figura 9 - Estrutura das paredes de Bactérias Gram (+) e Gram (-)
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Fonte: Sanchez e Rivas (2015).

As novas estratégias da pesquisa em produtos naturais microbianos, envolvendo a busca
de substancias em micro-organismos e a utilizacdo de ferramentas gendmicas para o acesso a
novos produtos naturais, podem acelerar o processo de descoberta de novos antibidticos,
extremamente importantes num cenario de rapido desenvolvimento de resisténcia pelas

bactérias aos agentes terapéuticos disponiveis (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

1.2.6.2 Atividade de inibi¢do da Enzima Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima pertencente a familia das colinesterases,
sendo responsavel pela finalizagdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses
colinérgicas pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh). A AChE est4 presente no
sistema nervoso central e periférico (RANG, 2001).

Na doenca de Alzheimer ocorre a deficiéncia de neurotransmissores que sao
responsaveis pela transmissdo dos estimulos nervosos transmitidos de um neurdnio a outro. O

principal neurotransmissor ¢ a ACh que estd envolvida diretamente nos processos motores,
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cognitivos e de memoria. A doenca de Alzheimer gera a degradagdo de neurdnios diminuindo
a atuacdo da ACh, a qual ¢ degradada pela a¢do de enzimas. Apesar da doenga de Alzheimer
ndo ter cura, existe um tratamento que tem sido bastante eficaz em diminuir os sintomas desta
doenca que ¢ o uso de farmacos inibidores da AChE (anticolinesterasicos) para evitar a

degradagdo da ACh (GILMAN, 2005). Na Figura 10 pode-se observar a agao da enzima Ache.

Figura 10 - Inibidores da Acetilcolinesterase
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1.2.6.3 Testes de toxicidade

O uso do micro crustaceo de Artemia salina, estende-se a investigacdes de toxicologia
aplicada (SORGELOOS et al., 1978; FAIRCHILD et al., 2010; GONZALEZ-LOZANO, 2010)
dada sua disponibilidade comercial, util como material vivo de prova (MEYER et al., 1982). A
investigacdo sobre Artemia salina tem um amplo espectro que va desde a avaliagdo de
compostos toxicos ou essenciais nos nauplios (ARENCIBIA e TIZOL, 1996; RODRIGUEZ,
1998) até a exposicao toxica aguda a diversos produtos quimicos (ABDULLAH et al., 1997), a
detecgdo de toxicos em produtos comestiveis e farmacéuticos, estudos de modelos de agdo

toxica de substancias e de transferéncia toxica de contaminantes (SORGELOOS et al., 1986).
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Na figura 11, pode-se observar uma estratégia resumida dos extratos positivos ao bioensaio se
sdo submetidos ao estudo quimico preliminar para encontrar compostos puros ou mesclas de
compostos, os quais finalmente sdo testados até alcancgar as fases clinicas (GARCIA-OCON;

DIAZ-TORRES; ESPINOZA, 2015).

Figura 11 - Estratégia geral na busca de novos compostos citotoxicos a partir de extratos vegetais
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2 OBJETIVOS

2.1

2.2

OBJETIVO GERAL

Realizar a avaliagao quimica, fisico-quimica e biologica do 6leo extraido da polpa
de Maximiliana maripa (Aubl.) Drude de ocorréncia natural no Estado de Ro-

raima.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o potencial antioxidante de 6leo de inaja com radical DPPH.

Identificar e quantificar os 4dcidos graxos majoritarios presentes no 6leo de inaja.
Obter a caracterizacao fisico-quimica dos 4cidos graxos presentes no 6leo de inaja.
Conhecer os principais grupos funcionais presentes no 6leo da polpa de inaja.
Awvaliar as atividades antibacteriana, anticolinesterasica e de toxicidade do 6leo da

polpa de Maximiliana maripa (Aubl.) Drude.
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3 MATERIAL E METODOS
A seguir, apresenta-se um fluxograma na Figura 12, que resume a sequéncia do trabalho

realizado.

Figura 12 - Fluxograma do trabalho experimental
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3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de Inaja, foram coletadas na regido de Mucajai no do estado de Roraima,
numa zona denominada Vila Tantinho, no quilometro 451 da rodoviaria Br - 174, 2°27'44" N,
60°55'10" W, Alt: 800m, durante o més de mar¢o de 2014. As amostras foram trasladadas ao
laboratério de Quimica Ambiental do Nucleo de Pesquisa e Tecnologia Quimica da
Universidade Federal de Roraima, em Boa Vista. Exsicatas do material coletado foram
depositadas para identificacdo taxonomica no Herbario da Coordenagdao de Pesquisas em

Botanica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA, e registradas com o niimero
268120.

Figura 13 - Exsicata de M. maripa coletada para identificagao taxondmica

Fonte: O autor.

32  SECAGEM E MOAGEM DE INAJA PARA A EXTRACAO

Foram secadas durante 48 h, com uma temperatura de 50 °C em uma estufa para
esterilizacdo e secado modelo LAB 1000. Uma vez secadas, as amostras foram moidas e foi

feito a granulometria em peneiras entre 20 - 40 Mesh.
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3.3  EXTRACAO DO OLEO VEGETAL

Realizou-se a extracdo do 6leo em Soxhlet com n-hexano (Merck 99%). Apds, a mistura
contendo 6leo e hexano foi filtrada, em seguida passou por um processo de separagdo por
evaporacao, em um evaporador rotativo a vacuo, onde o solvente utilizado para a extragdo foi
recuperado e posteriormente reutilizado e finalmente pesado para o calculo do rendimento do

6leo. Para este calculo utilizou-se, Equagao 1:

Equacao 1:
% Oleo = (MO x 100) / MA

Onde:
MO: massa do 6leo (g);

MA: massa da amostra (g).

3.4  DETERMINACAO DO FATOR ANTIOXIDANTE MEDIANTE A REACAO COM
DPPH

A determinagao do Fator antioxidante foi realizada no Laboratorio de Atividade Bioldgica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Amazonas, sob a
orientagdo do Prof. Dr. Emerson Silva Lima.

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada medindo a capacidade de sequestro
de radicais livres do radical Fe** e do DPPH, ao adicionar o provavel antioxidante presente nos
extratos vegetais, ocorre a perda do radical, que ¢ evidenciada pela redugdo de absorbancia em
determinado comprimento de onda, onde as diminui¢des sdo correlacionadas em uma curva
com o antioxidante padrdo, que pode ser o acido ascorbico por ser biologicamente ativo
participando das reagdes no organismo. Para esta avaliagdo serd utilizado o espectrofotometro

UV-Visivel.

A solucao de DPPH foi preparada com concentragao de 0,3 mM em etanol em um frasco
ambar, na qual foi mantida no escuro e refrigerada 10 °C. A solu¢do padrao foi preparada com

2 mg de reagente DPPH dissolvidos em 10 mL de etanol.
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A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por meio da avaliacdo da
capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estdvel DPPH,
segundo metodologia utilizada por Molyneux (2004) com modificagdes, no aparelho leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman) em comprimento de onda de 492 nm até obtengdo de
absorbancia de 1,00 (£0,1).

Na microplaca de 96 pogos, foram aplicados 270 pL de DPPH (1 mg/mL) e 30 pL das
solucdes das amostras na concentragdo de 100 pg/mL. Como controle positivo utilizou-se o
acido galico e, para o controle negativo, foram utilizados 270 uLL de DPPH e 30 uL de DMSO.
A placa foi incubada por 30 min em temperatura ambiente no escuro e realizou-se a leitura da
absorbancia em 492 nm. As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
expressos em porcentagem de captura do radical DPPH. A percentagem de inibi¢ao foi obtida

a través da Equagao 2:

Equacao 2:

% de inibicao=100-( abs amostraabs controle )x100

3.5 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE M. maripa POR
CROMATOGRAFIA A GAS

3.5.1 Hidrolises de Acido graxos

Dissolveu-se, em tubo criogénico de capacidade de 2 mL, aproximadamente 10 mg do
6leo em 100 pL de uma solugdo de etanol (95%)/hidroxido de potassio 1 mol.L! (5%). Apos
agitacdo em vortex por 10 s, o 6leo foi hidrolisado em um forno de microondas doméstico
(Panasonic Piccolo), a poténcia de 80 W (Potencia 2), durante 5 min. Apos resfriamento,
adicionou-se 400 pL de 4acido cloridrico a 20%, uma ponta de espatula de NaCl
(aproximadamente 20 mg) e 600 uL de acetato de etila. Apos agitacdo em vortex por 10 s e
repouso por 5 min, uma aliquota de 300 uL da camada organica foi retirada, colocada em tubos
de microcentrifuga e seco por evaporacao, obtendo-se assim os acidos graxos livres, adaptado

de Christie (1989).
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3.5.2 Metilacio dos Acidos graxos

Os acidos graxos livres foram metilados com 100 pL. BF3/metanol (14%) e aquecidas
durante 10 min em banho de dgua a 60 °C. Em seguida foram diluidos com 400 pL de metanol

e analisados por Cromatografia Gasosa.

3.5.3 Determinacio dos acidos graxos por Cromatografia Gasosa

A composicao dos acidos graxos presentes nos 6leos foi determinada por cromatografia
gasosa apds a preparacdo dos ésteres metilicos. As andlises foram realizadas em um
Cromatografo a Gas HP5890 equipado com detector por ionizagdo de chamas. Utilizou-se uma
coluna SP2380 (Supelco) 30 m x 0,32 mm com gradiente de temperatura: 120 °C, 0 min, 7
°C/min’! até 240 °C; injetor (split de 1/50) a 250 °C e detector a 250 °C. Hidrogénio como gas
de arraste (2 mL/min) e volume de inje¢do de 1 pL. A identificacdo dos picos foi feita por
comparag¢do com padrdes de acidos graxos metilados SUPELCO-37.

A identificacdo dos acidos graxos foi efetuada a través da comparagdo de tempo de
reten¢do dos picos das amostras com os dos padrdes de acidos graxos metilados FAME Mix
C14-C22, CRM18917 Supelco, e a quantificacdo foram realizadas pelo célculo das areas dos

picos e os resultados expressos em porcentagem.

3.6  ESTUDO QUIMICO DO OLEO POR RMN-'H

Esta técnica foi desenvolvida, no Departamento de Quimica da Universidade Federal de

Minas Gerais, sob a orienta¢do da Profa. Dra. Jacqueline Aparecida Takahashi.

3.6.1 Perfil de acidos graxos totais mediante caracterizagio de RMN-'H

Os espectros de RMN-'H foram registados num espectrometro Bruker Avance DPX
200, operando a 4,7 Tesla, correspondente a frequéncia de ressonancia de 200,13 MHz para o
nticleo 'H, equipado com uma detecgio direta quatro niicleos cabega de sonda e gradientes de

campo no eixo z. As amostras foram analisadas em tubos de 5 mm RMN (Wilmad 507).
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As amostras de RMN foram preparadas por dissolucao de 0,5 mL de 6leo em 0,5 mL de
CDCI3. Os desvios quimicos sdo apresentados em ppm, utilizando o TMS como padrao interno.
Parametros tipicos para espectros | H-RMN foram: 30 ° pulso, tempo de aquisicao 8 s, 6,4 KHz

janela espectral, 16 varreduras, 52 K pontos de dados.

3.6.2 Anilise das Propriedades Fisico-quimicas por RMN-'H

Alguns propriedades fisico-quimicas em 6leos vegetais, podem ser calculados através de
equagdes matemdticas, onde o valor das integrais dos picos do RMN-'H oferece o valor das
substitui¢des das equacdes. Através do valor das integrais podemos calcular pardmetros de
qualidade como o grau de insatura¢do, peso molecular médio, indice de iodo, indice de
saponifica¢do e o indice de acidez, através da RMN-'H, através das equacdes, previamente
estudadas por Reda (2004) e Reda; Carneiro (2006), apresentadas nas Equacdes 3-12,

respectivamente.

Equagdo 3:
Ap=(I1+H)/4
Em que:
Ap = Area de um préton

I + H = sdo os protons dos dois grupos metilenos do glicerol.

Equagdo 4:
V=[(J+K)-Ap]/Ap
Em que:
V = Hidrogénios olefinicos
J + K = ¢ a area correspondente aos protons vinilicos;

Ap = Area de um préton

Equacao 5:
T=(K+J+I+H+G+F+E+D+C+B+A)/Ap
Em que:
T = Total de protons

Ap = Area de um proton



Equacao 6:
INS=V/2
Em que:
INS = Insaturagdes por triglicerideos.

V = hidrogénios oleofinicos.

Equacao 7:
GI=[G—-(E/4)]/F
Em que:

GI = Grau de Insaturagao
E = hidrogénios metilénicos em posi¢do o ao grupo oleofinico.

F = hidrogénios metilénicos em posi¢do o ao grupo carbonila.

Equacao 8:

MM =119,7+ 7,036 . T+ 5,983 .V

Em que:
MM = Massa molecular média

T= total de protons

Equagdo 9:
I=(126,91.100.V)/ MM
Em que:
II = Indice de iodo
V = Numero de protons vinilicos (olefinicos);

MM = Massa molecular média.

Equacao 10:
IS=[MM. (- 0,2358) ] + 398,42

Em que:
IS = Indice de saponificacio

MM = Massa molecular média.

48
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Equacao 11:
Ro,a=V/(A+B)
Em que:
Ro , a =Relagao de hidrogénios olefinicos / alifaticos
V = Hidrogénios olefinicos;

A+ B = Soma dos hidrogénios alifaticos da molécula do triacilglicerol.

Equacao 12:
IA =3,0597 . (Ro,a)* — 6,3181 . (Ro,a) + 3,3381
Em que:
IA = Indice de acidez

Ro,a = Relacao hidrogénios olefinicos / alifaticos.

3.7  DETERMINACAO DOS GRUPOS FUNCIONAIS POR INFRAVERMELHO

As amostras de oleos foram analisadas na regido do Infravermelho utilizando-se IR
Prestige — 21, Fourier Transform Infrared Spectrophotometer, marca SHIMADZU do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Roraima. Para esta andlise foram
preparadas pastilhas de KBr contendo a amostra, e utilizou-se as seguintes condigdes:

* Modo de medigao: absorbancia;
* Numero de scans: 10;
* Resolugao: 16%;

» Faixa comprimento de onda: 400 — 4000cm-'.

3.8  AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

Os testes de sensibilidade antibacteriana e atividade anticolinesterasica foram realizados
no Laboratorio de Biotecnologia e Bioensaios no Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Minas Gerais, sob a orientagdao da Profa. Dra. Jacqueline Aparecida Takahashi.
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3.8.1 Teste de sensibilidade antibacteriana

3.8.1.1 Preparagao do meio de cultivo Agar Brain Heart Infusion (BHI)

Para o preparo do meio de cultivo, dissolveu-se 3,4 g de Agar Brain Heart Infusion
(BHI) em 200 mL de agua destilada. Homogeneizou-se e autoclavou a solugdo por 15 min a

121°C.

3.8.1.2 Preparagao do inéculo

Para realizar o teste, foram utilizadas bactérias Gram Negativas: Citrobacter freundii
(ATCC 8090), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); e bactérias Gram Positivas: Bacillus
cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes (ATCC 15313) obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC, USA).

Foi preparado um pré-indculo no qual as bactérias estocadas foram inoculadas em tubos
de ensaios contendo 3,0 mL de meio de cultura BHI previamente esterilizados, em seguida, os
tubos foram incubados em estufa a 37°C por 24 h, depois deste tempo e com o auxilio de uma
micropipeta, 500 pL do pré-indculo foram transferidos para erlenmeyer contendo 40 mL de
agua destilada estéril. O inoculo foi padronizado no intervalo de tramitancia 74-75% para
bactérias em espectrofotometro, a 600 nm. Todo o procedimento foi realizado em capela de

fluxo laminar proximo ao bico de Biinsen.

3.8.1.3 Preparacdo das amostras

As amostras foram pesadas, transferida para frascos tipo eppendorf e solubilizadas em
dimetilsulfoxido (DMSO), resultando em uma solucdo com concentracdo de 50 mg/mL (por
tratar-se de extratos). Apds ser homogeneizada em misturador vortex, pipetou-se 20 pL desta
solucdo para um frasco eppendorf, contendo 1980 pL de meio de cultura BHI afim de se obter
uma solu¢do final de 250 pg/mL. O antibiotico Ampicilina foi preparado seguindo o mesmo

procedimento, sendo que a concentragdo utilizada de 12,5 mg/mL.
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3.8.1.4 Teste de atividade antibacteriana das amostras

Os testes foram realizados em placas de 96 micropogos, em duplicata. Para realizar as
diluicodes, foi adicionado 200 pL da solugdo da amostra a ser testada (250 pg/mL em meio BHI)
por toda a fila A (Figura 14) do teste e do controle da amostra. Nas filas B a H, foi adicionado
100 pL de meio BHI. Foram realizadas dilui¢des seriadas na placa da seguinte maneira: 100 pL
de amostra foi retirada de cada pogo da fila A e transferido para a fila B. Este foi homogeneizado
com os 100 uL de meio BHI que ja estavam nestes pogos, ¢ 100 puL desta nova solucao foi
transferido para a fila C, assim sucessivamente até a fila H. Foi desprezado os 100 pL finais.
Ao final, as filas de A a H possuiam solugdes de amostra na concentracdao de 250; 125; 62,5;

31,3; 15,65 7,8; 3,9; 2 ng/mL, respectivamente.

Figura 14 - Modelo e distribuicdo das amostras e controles nas placas utilizadas para o Teste de sensibilidade

antibacteriana
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Fonte: O autor.

Os controles foram realizados da mesma maneira que o ensaio:
Controle de qualidade do ensaio:
Substitui-se a solucdo-trabalho pelo antibidtico
- 100 pL de solucdo de Ampicilina (12.5 mg/mL em meio BHI)
- 100 pL de in6culo
Branco:
Aqui ndo se adicionou o indculo.

- 100 pL de solugdo da amostra em meio BHI
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- 100 pL de agua destilada estéril

Controle de crescimento do micro-organismo:

Aqui verifica-se a viabilidade celular

- 100 pL de meio BHI

- 100 pL de inéculo

Controle de esterilidade do meio de cultura:

- 100 uL de meio BHI

- 100 puL de agua destilada estéril

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C e posteriormente, apds 24 h foram

realizadas leitura em leitor de placa de Elisa (492 nm), encerrando o teste.

3.8.2 Teste de atividade anticolinesterasica

3.8.2.1 Preparo da solugdo tampao Tris/HCI pH 8 (50 mM)
Para preparar uma solugdo de 25 mL de Tris/HCI, pesou-se 398,08 mg do sal Utrapure

Tris Hydrochloride e adicionou-se 25 mL de dgua destilada. Conferiu-se o pH em 8.

3.8.2.2 Preparo da solugdo estoque de enzima (1000U/mL)
Diluiu-se 0,77 mg da enzima no volume de 500 pL da solugdo tampao Tris/HCI pH 8,0
no proprio frasco da enzima, para adquirir uma solu¢ao de concentragdo de 1000U/mL. Deixou-

se a enzima em solucao por 20 minutos e depois, sob agitacdo, por um periodo de 10 a 15

minutos.

3.8.2.3 Preparo da solug@o da enzima na concentracdo 0,222 U/mL

Adicionou-se 1pL da solucao estoque (1000 U/mL) em 4,5 mL da solugdo Tris/HCI
(50mM). Depois agregou-se albumina sérica bovina 0,1% (p/v): 4,5 mg.

3.8.2.4 Preparo da solugdo de trabalho

Preparou-se uma solugdo do extrato em tampao Tris/HCl, DMSO, ou solvente

adequado, na concentra¢do 10 mg/mL.
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3.8.2.5 Preparo dos reagentes

Solugao de ATCI (15mM): Preparou-se 1 mL de solugdo, pesou-se 4,08 mg de iodeto de
acetilcolina e dissolveu-se em 1 mL de 4gua destilada.

Solugdo de DTNB (3mM): Pesou-se 2,38 mg de DTNB e dissolveu-se em 2 ml de
solugdo tampao Tris/HCl pH 8. Adicionou-se 11,69 mg de NaCl (0,1M) e 8,132 mg de
MgCl>.6H>0 a solugao.

3.8.2.6 Teste de atividade anticolinesterasica das amostras

Os testes foram realizados em placas de 96 micropogos, em quintuplicata. Adicionou-
se 25 pL da solugdo de trabalho (amostra em DMSO 10 mg/mL) aos pogos da placa de Elisa do
teste. Nos cinco primeiros pocos da fila (Figura 15) do controle negativo, adicionaram-se 25 L.
da solugdo de DMSO e nos cinco segundos pogos da fila do controle positivo, adicionou-se 25
puL da solucdo de galantamina. Adicionou-se, a cada poco, 25 pL de solu¢dao de lodeto de
Acetilcolina (Acetylthiocholine iodide, ATCI), 125ul da solugdo de DTNB (5°,5-dithio-bis-(2-
nitrobenzoate, Sigma) e S0uL de Tris/HCI(50mM) com albumina sérica bovina. A absorbancia
foi medida a 405 nm a cada 1 min por 8 vezes (8 min no total). Adicionaram-se 25 pL da solu¢do
de AChE (0,226 U/mL) em Tris/HCI ao pogo. Mediu-se a absorbéancia a 405 nm por 10 vezes

(10 min no total).

Figura 15 - Modelo e distribui¢ao das amostras e controles nas placas utilizadas para o Teste de atividade

anticolinesterasica
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Fonte: O autor.
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3.8.3 Determinacio da toxidade frente a Artemia salina

3.8.3.1 Metodologia empregada
A toxicidade sobre Artemia salina realizou-se através da metodologia adaptada de

Mayer et al. (1982).

3.8.3.2 Preparacao da Solu¢ao Salina

Em um aquario que se utilizou como incubadora, foi adicionada uma solugdo salina
artificial (40g de sal grosso em 1 L de 4dgua destilada). Ajustando o pH entre 8 € 9 com uma
solugdo de carbonato de sddio (NaCO3 a 10%). A incubadora foi iluminada artificialmente com
uma lampada fluorescente com aeracdo. Em um dos lados da incubadora, foram colocados
aproximadamente 100 mg de ovos de Artemia salina. Parte do sistema foi coberto com papel
aluminio para que os organismos ao nascerem, permanecessem isolados em um dos lados do
aquario devido a diferencia de iluminagdo. Os nauplios foram atraidos pela iluminacdo depois
da eclosdao facilitando a separacdao destes ¢ das cascas dos cistos. Durante a incubagdo, a
temperatura foi mantida em torno de 25 °C e a eclosdo dos ovos foram monitoradas a cada 12

horas sendo verificada no periodo de 48 horas.

3.8.3.3 Preparacao de Solu¢des para o Teste de Artemia salina

O tempo de exposi¢io (24 h) partiu de uma solugdo de 25 mL contendo 1000 pL.mL"!
da amostra, solubilizada em DMSO a 1% e completados com agua salina. A partir da primeira
solugdo, pipetou-se volumes de 11 mL a tubos contendo 1 mL de uma solu¢ao de DMSO a 1%
em solu¢do salina e completados com 10 mL de solugdo salina, para obter a concentragdo de
500 pL.mL!. As demais solucdes de concentracio inferior (250 e 125 pg/mL) foram obtidas

conforme ja descrito, e utilizando a seguinte Equagao 20, respectivamente:

Equacao 20: C1xV1=C2xV2

3.8.3.4 Realizacao dos testes

Ap06s o periodo de incubagao de 48 horas, 10 organismos (nauplios de Artemia salina),

foram selecionados e expostos nos tubos de ensaios com as diferentes concentragdes diluidas
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(500, 250 e 125 pg/mL). Os testes foram feitos em triplicata para cada concentragdo. Utilizou-
se uma solucdo salina sem extrato como controle positivo, que foi submetido ao mesmo
procedimento experimental que os grupos tratados com as amostras em estudo para efeitos
comparativos da influéncia do veiculo utilizado sobre a resposta das larvas de A4. salina. Este
sistema foi incubado em temperatura ambiente por 24 horas, sem aeragdo sendo os frascos
mantidos sob iluminagdo. Apds o periodo de 24 horas de incubagao foram verificados, contados
o namero de larvas mortas e vivas em cada frasco, através da visualizacdo macroscopica € os

valores foram registrados em formulario.

3.8.3.5 Avalia¢do da toxicidade

Decorrido o tempo de 24 horas, realizou-se a contagem do niimero de nauplios vivos e

mortos/imobilizados. A probabilidade de mortalidade foi calculada utilizando a Equagao 21:

Equacao 21:

Numeros de organismos mortos

M (%) = x100

Numero total de organismos no tubo

Ressaltando que os valores da mortalidade foram corrigidos, utilizou-se a Equagdo 22

de Abbott (LUCENA, 2012):

Equacao 22:

__ (Mortalidade nos frascos teste [%]—Mortalidade no frasco controle [%]

MC = x100

(100%—Mortalidade no frasco controle [%])

MC = Mortalidade corrigida
Na interpretacao dos resultados sera determinada a Doses Letal 50% (DLso).
3.8.3.6 Calculo da Dose Letal 50% (DLso)

Para a obtengdo da DLso no teste de avaliacdo de toxicidade utilizou-se uma curva de
calibracao. Considerou-se apos os calculos, baixa toxicidade quando a DLso for superior a 500

ug.mL'; moderada para DLso entre 100 a 500 ug.mL"! e muito téxico quando a DLso foi inferior

a 100 pg.mL' (AMARANTE, 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1  RENDIMENTO DO OLEO DE M. maripa

O o6leo extraido da polpa de Inaja obteve uma colora¢ao amarelo-claro para a extragao
com hexano como pode ser observado na Figura 16 e o rendimento da extragdo obtido pelo

solvente esta apresentado na Tabela 3.

Figura 16 - Oleo de Inaja hexano

Fonte: O autor.

Tabela 3 — Rendimento das extra¢des dos 6leos da polpa de M. maripa

Souzaetal., Cardoso et al., Duarte, Amostra
2005 2007 2008 Autor
(Mazagao) (Manaus) (Iracema) (Mucajai)
Rendimento (%) 36 37 17,38 44,2

Segundo a Tabela 3, o teor de 6leo obtido neste trabalho foi de 44,20% com o solvente
hexano, enquanto Souza et al., (2005), Cardoso et al., (2007) e Duarte (2008) obtiveram um
rendimento inferior com 36%, 37% e 17,38%, respectivamente, também utilizando extrator

Soxhlet com 0 mesmo solvente.
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4.2 DETERMINACAO DO FATOR ANTIOXIDANTE MEDIANTE A REACAO COM
DPPH

A atividade antioxidante (capacidade ou potencial antioxidante) ¢ um parametro
vastamente utilizado para caracterizar diferentes materiais naturais (frutas, vegetais, vinhos,
chas). Esta atividade esta relacionada com compostos capazes de proteger um sistema bioldgico
contra potenciais efeitos danosos de processos ou reagdes que causam oxidagdo excessiva,
envolvendo espécies reativas de oxigénio (ARNAO, 2000). Um antioxidante biologico ¢
definido como “qualquer substancia que, presente em baixas concentracdes comparado ao
substrato oxidavel, reduz ou previne significativamente a oxidacao deste substrato” (BENZIE,
1996). Sdo substancias que retardam ou previnem significativamente a oxidagao de lipidios ou
outras moléculas ao inibirem a inicia¢do ou a propagacdo da reacdo de oxidacdo em cadeia,
além de prevenirem ou repararem danos ocasionados a célula pelas espécies reativas de
oxigénio (ANDRADE et al., 2007).

A molécula de DPPH ¢ caracterizada como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizagao do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalizagao confere a
esta molécula uma coloracdo violeta, caracterizada por uma banda de absor¢do em etanol em
cerca de 520 nm. Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma
determinada substancia em sequestrar o radical DPPH (Figura 17), reduzindo-o a hidrazina.
Quando uma determinada substancia que age como doador de 4tomos de hidrogénio ¢
adicionada a uma solu¢ao de DPPH, a hidrazina ¢ obtida com mudanga simultanea na coloragao

de violeta a amarelo palido.

Figura 17 - Estrutura Quimica Radicalar (1) e ndo Radicalar (2) do DPPH
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Fonte: Alves (2010).
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Este método ¢ considerado, do ponto de vista metodoldgico, um dos mais faceis,
precisos e reprodutivos na avaliagdo da atividade antioxidante de sucos de frutas, extratos
vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e terpenoides (ALVES et al., 2010). Na
Figura 18 pode-se observar a placa de 96 pocos contendo a amostra por triplicata e na Tabela

4, foi calculada a porcentagem de inibi¢ao do DPPH.

Figura 18 - Visualizagdo do Fator antioxidante mediante rea¢cdo com DPPH

. - : r ‘;.' . .
B Oleo de Inaji

L - .~

Fonte: O autor

Tabela 4 - % de Inibi¢do de 6leo de Inaja e acido galico

% inibicao

Amostras Concentracao .
media

Oleo de Inaja 100 pg/mL 0,94
Acido Galico 100 pg/mL 86,23

Como pode-se observar o 6leo de Inaja apresentou um 0,94% de inibi¢do do DPPH, em
concentragdo de 100 pg/mL, fato que determinou ndo minimizar as concentragdes por ser
considerado um valor baixo. Logo, ndo foi possivel calcular o ECso, que € a quantidade de
antioxidantes presentes nos extratos capaz de seqiiestrar 50 % dos radicais livres DPPH da
solucdao. Quanto menor o valor desta medida, menor serd a quantidade do extrato exigida para
reduzir 50 % do radical livie DPPH e conseqiientemente maior sua atividade antioxidante

(SANTOS, 2012).
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Ja o 4cido gélico, que ¢ um antioxidante natural com cinética rapida e de caracter
hidrofilico, apresentou um alto ECso (3,4 pg/mL), por tratar-se da droga controle.

Entretanto, ndo foram encontradas na literatura referéncias sobre a alta atividade
antioxidante para a amostra analisada. Santos (2012; 2015), descreve a baixa atividade
antioxidante para a polpa Inaja (18936,33 g polpa.g”! DPPH), quando sio comparadas com
outras frutas estudadas, tais como bacaba, tucuma, buriti e Inaja com valores de 47,46; 3343,99;
7938,28 e 18936,33 g polpa.g "' DPPH, respectivamente.

Ja que nao foram obtidos valores que permitissem a avaliacdo de ECso, este resultado
pode-se atribuir provavelmente ao baixo teor de PET (Teor de polifendis extraiveis totais).
Santos (2012; 2015), afirma que os frutos que se destacaram por sua atividade antioxidante no
método de DPPH, foram os mesmos que apresentaram teores de PET mais elevados, o que, no
caso pode indicar uma relagdo direta entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante
total.

Utilizando este método para avaliar a atividade antioxidante de alguns compostos
fendlicos, a interagdo de um potencial antioxidante com o DPPH depende, sobretudo, de sua
conformacao estrutural e do nimero de grupos hidroxilicos disponiveis (MING, 2006).

As frutas possuem em sua constitui¢ao, varios compostos com agdo antioxidante, entre
eles, os polifenois, acido ascorbico e carotendides. O conteudo, assim como, o perfil destes
constituintes variam em fun¢ao do tipo, variedade e grau de maturagdo da fruta, bem como das
condi¢des edafoclimaticas do cultivo (LEONG; SHUI, 2002). Devido aos diversos tipos de
radicais e aos diferentes alvos de oxidacdo, dificilmente haverd um tnico método capaz de
representar de forma segura e precisa a real atividade antioxidante de um composto (SANTOS

etal., 2013).

43 DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DOS OLEOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA GASOSA

A Figura 19 mostra o cromatograma das areas dos picos e tempo de retengao do padrao
(Supelco 37) do dleo do Inaja de Roraima, a Tabela 5, mostra as nomenclaturas, resultados (%),

tempo de reten¢do (tr) em minutos e a area dos picos.



Figura 19 - Cromatograma dos acidos graxos metilados obtido mediante CG para o 6leo de M. maripa
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Tabela 5 — Valores de acidos graxos reportados nas amostras de M. maripa

Tempo de

Acidos Graxos Composigdo Retenciio (tr) % Area
Acido caprico C10:0 0,761 0,38 127594
Acido laurico C12:0 1,563 17,42 5922885
Acido miristico C14:0 2,862 20,48 6964490
Acido palmitico C16:0 4,742 20,76 7059311
Acido palmitoléico Cle:l 4,903 0,24 80791
Acido esteérico C18:0 6,867 3.4 1157289
Acido oléico C18:1 7,071 22,32 7592061
Acido linoléico C18:2 7,562 4,72 1605867
Acido linolénico C18:3 8,197 3,95 1341681
Acido araquidico C20:0 8,977 0,34 114387

Como pode-se observar, determinou-se um total de 10 acidos graxos diferentes. Os
acidos graxos insaturados predominantes nas amostras estudadas foram os acidos oléico,
linol€ico e linolénico, com valores de 22,32%; 4,72% ¢ 3,95% respectivamente. Os acidos
graxos saturados maioritarios encontrados foram palmitico (20,76%), miristico (20,48%) e

laurico (17,42%).

O 6leo de M. maripa, mostra uma quantifica¢ao de 62,78% para acidos graxos saturados
enquanto 31,23% para os 4cidos graxos insaturados, tendo uma razdo entre acidos graxos
saturados/insaturados de 2,01 mostrando que o 6leo de Inaja estudado apresenta elevada
composi¢do de acidos saturados, a diferenca dos valores apresentados aos demais estudos

desenvolvidos com 6leos de M. maripa, sdo apresentados na Tabela 6.



Tabela 6 - Composigdo de acidos graxos de 6leos extraidos da polpa de M. maripa
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%

%

%

%

%

%

Acidos Graxos Cardosoet  Duarte  Rodrigues  Costaet  Santos et Arpostra
al., 2007 2008 etal., 2010 al,2011 al., 2013 Inaja-autor
(Manaus)  (Iracema) (Para) (Belém)  (Amapa) (Mucajai)
10:0 (4cido céprico) ) - - - = 0,38
12:0 (Acido Léurico) 12,60 9,24 3,70 5,78 4,60 17,42
14:0 (Acido Miristico) - 15,12 7,60 - 10,70 20,48
16:0 (Acido Palmitico) 20,50 19,64 20,10 9,65 25,10 20,76
16:1 (Acido Palmitoléico) - 1,02 0,10 - 0,30 0,24
17:0 (Acido heptadecanoico) B B - 20,99 - -
18:0 (Acido Estearico) - 2,45 3,50 0,05 1,60 3,40
18:1 (4cido oléico) GD-9 40,80 42,74 52,40 2,10 39,20 22,32
18:2 (4cido linoléico) CO-6 - 7,65 8,90 50,05 12,90 4,72
18:3 (acido linolénico) GD-3 - 6,09 0,20 15,50 1,50 3,95
20:0 (Acido Araquidico) - - 3,20 - - 0,34
20:1 (4cido eicosenoico) ) - - - 1,30 -
22:0 (Acido Behénico) - - - 0,29 - -
24:0 (Acido tetracosano6ico) B - - 0,12 - -
Acidos graxos saturados 33,10 46,45 38,10 36,88 43,30 62,78
40,80 57,50 61,60 67,65 53,90 31,23

Acidos graxos insaturados

(-) Sem dados

Nos estudos citados e na amostra em estudo, pode-se confirmar a presenga em

quantidades diferenciadas dos 4cidos graxos insaturados (AGI) conhecidos como ®-3 (Omega

3), ® -6 (Omega 6), ® -9 (Omega 9), enquanto ao acido oleico e acido linolénico os valores

encontrados sdo semelhantes aos reportados, porém pode-se observar que o acido linol€ico

(4,72%), apresentou-se abaixo dos valores reportados na Tabela 6.

Em relagdo ao acido palmitico, encontrou-se um valor de 20,76%, valor que ¢

semelhante aos observados nos trabalhos citados, com quantidade significativa acima de 20%,

diferente do valor encontrado por Costa et al., (2011) que reporta um 9,65 %. O acido palmitico

¢ um dos principais acidos graxos saturados (AGS), necessario como aporte energético e

também importante na formagao das membranas celulares como constituintes dos fosfolipidios.
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Na Tabela 6, Costa et al. (2011), reporta o valor de ®-6 de mais elevado, a diferenca dos
valores encontrados neste trabalho aos demais autores que coincidem que o acido graxo mais
abundante na polpa de Inaja corresponde a ®-9, que € um acido graxo essencial importante
presente em diversos 6leos e azeites alimenticios. Entre os acidos graxos monoinsaturados, o
principal ¢ o -9, porque possui, como principal efeito, a reducdo do colesterol total e LDL (low
density lipoproteins), sem reduzir o HDL (high density lipoproteins). Além disso, causa

alteragdes na membrana das plaquetas produzindo a acao anti-trombotica (VOGNILD, 1998).

As Figuras de 20 e 21 apresentam as estruturas ¢ nomenclaturas dos 10 acidos graxos

identificados nos 6leos da polpa de Inaja M. maripa.

Figura 20 — Estrutura de acidos graxos saturados encontrados no 6leo de M. maripa

O
Acido ldurico C12:0

I
0

Acido mirfstico C14:0
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Acido palmitico C16:0

OH
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4

Acido estedrico C18:0

[
0

Acido araquidico C20:0

Fonte: O autor.
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Figura 21 - Estrutura de 4cidos graxos insaturados encontrados no 6leo de M. maripa
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Fonte: O autor.

Por outro lado, os valores de acidos graxos encontrados neste trabalho, também podem
ser comparados com valores de outros 6leos vegetais conhecidos, tais como o 6leo de oliva,
oleo de cacau e 6leo de coco (CORDERO, 2009; YUFERA, 1979; SIMOPOULOS, 1999),

como pode-se observar na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de acidos graxos insaturados presentes em 6leos vegetais

Amostras Acido oleico (%)  Acido linoléico (%)  Acido linolénico (%)
Oleo de Inaja - autor 22,32 4,72 3,95
Oleo de oliva 67,0-81,0 3,50 -14,0 0,30-1,20
Oleo de cacau 26,30 41,0 0,34
Oleo de coco 5,0-10,0 1,0-2,50 0,20

A quantidade de acido olé€ico presente nas amostras de inaja, ¢ similar a encontrada no
0leo de cacau e maior que o 6leo de coco. Este acido graxo possui estabilidade oxidativa, frente

a outros acidos graxos saturados e hidrogenados (BONAMONE, 1988).
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Os valores de acido linolé€ico e linolénico de Inaja apresentaram-se superior ao valor do
6leo de coco. Também pode-se observar que o valor do acido linolénico encontrado neste

trabalho (3,95%) foi superior que os valores do 6leo de oliva, cacau e coco.

Para Costa e Rossi (2000), a analise da composi¢ao de acidos graxos constitui o primeiro
passo para uma avaliagdo preliminar da qualidade do 6leo bruto e/ou de seus produtos de
transformagdo. Dependendo da espécie oleaginosa, podem ocorrer variagdes na composicao

quimica do 6leo vegetal.

A Tabela 8 apresenta a composi¢do dos principais acidos graxos de dleos extraidos do

mesocarpo de frutos de algumas espécies de palmeiras, segundo os respectivos autores.

Tabela 8 - Composigdo dos principais acidos graxos (%) de 6leos extraidos do mesocarpo de frutos de palmeiras

nativas, segundo os respectivos autores

%

% Buriti i %
Acidos graxos Bacaba Mambrin Vasquez- Pupunha Tucumad Mambrin ‘ '%
¢ Barrera- Ocmin et al. Yuyama et al. ¢ Barrera-Arellano Inaja Autor
Arellano (1997) (2010) (2003) (1997)
Céprico (10:0) - - - 1,0 0,4
Laurico (C12:0) - - - 0,1 17,4
Miristico (C14:0) - - - 0,2 20,5
Palmitico (C16:0) 23,4 19,6 — 21,6 24,1 -423 22,6 20,8
Palmitoléico (16:1) 0,8 0,15-0,28 - 0,4 0,2
Estearico (C18:0) 3,2 1,4-1,8 0,8-3,5 3 3,4
Oléico (C18:1) 57,1 71,6 — 75,6 42,8 — 60,8 64,7 22,3
Linoléico (C18:2) 14 2,137 2,5-54 4,7 4,7
Linolénico (18:3) 0,6 0,7-0,8 - 3,6 3,9
Araquidico (20:0) 0,2 - - 0,2 0,3

(-) Sem dados

A percentagem de acido oléico na polpa de Inaja foi de 22,3 %, encontrando-se em
concentragdes abaixo que o 60leo de bacaba, buriti, Pupunha e tucuma. A concentragdo do acido
linoléico para o inaja foi de 4,7%, encontrandou-se por acima dos valores reportados em Buriti

e Pupunha.



66

Por outro lado, o &cido linolénico apresenta um valor de 3,9 % valor que esta por acima
dos valores de bacaba, buriti e tucuma. Os 06leos extraidos da polpa dos frutos de palmeiras
podem ser considerados boas fontes de acidos graxos insaturados. Estudos mostram que o
consumo de dietas ricas em acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados reduz a incidéncia
de doengas coronarianas, enquanto que a ingestdo de 4cidos graxos saturados aumenta a
concentragdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na corrente sanguinea, elevando o

risco de doengas cardiovasculares (BINKOSKI et al., 2005; HERRERA, 2006; BRAGA, 2007).

A Respeito aos acidos graxos saturados, os dcidos mais abundantes presentes na amostra
em estudo, sdo o acido palmitico (20,76 %), acido miristico (20,48 %) e acido laurico (17,42%).
Entre os varios componentes dietéticos, sdo os acidos graxos trans que mais aumentam LDL,
seguido dos acidos graxos saturados, que também aumentam as lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e nao alteram a relacdo Colesterol total HDL, se comparados ao consumo de
carboidratos. O consumo de 1% do valor caldrico total de AGS esté associado com aumento de

1,3a1,7mg/dLno LDL e 0,4 a 0,5 mg/dL de HDL (SANTOS, 2013).

Diferentes AGS podem ter efeitos diversos no perfil lipidico e fatores de risco
cardiovascular. Se comparado aos carboidratos, o acido graxo laurico (C12:0) € o que contribui
para aumento do LDL, seguido do miristico (C14:0) e do palmitico (C16:0). Ja o estearico pode
provocar pequena redu¢do no LDL. Enquanto ao acido miristico, também aumenta a
concentracao total de colesterol embora em menor medida que o acido palmitico, ja que o 4cido,
¢ incorporado rapidamente as triglicérideos celulares, induzindo a elevagdo de colesterolamina

(BRAGA, 2007; SANTOS, 2013).

As diferencas quantitativas verificadas no presente estudo, podem ser explicados por
muitas razdes, como os lugares de procedéncia, as condigdes edafoclimaticas, variagdo
genética, de cultura, a variagdo entre anos, o grau de maturacao quando sdo colhidas, dia e hora
da colheita, e incluso as condi¢des de armazenamento das amostras antes da chegada ao

laboratorio (MSAADA, 2009).
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4.4 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS TOTAIS DE OLEO DE M. MARIPA MEDIANTE
CARACTERIZACAO DE RMN-'H

O espectro integrado do 6leo M. maripa, € similar ao de outros dleos vegetais, e a partir
da intensidade das sinais de este espectro, que pode ser calculada a composi¢ao de acidos graxos
insaturados e saturados.

Segundo Reda e Carneiro (2006) o espectro de RMN-'H, presenta 11 sinais (A-K) com
intensidades significativas, estando estes sinais de acordo com os hidrogénios dos principais
componentes nos 6leos, ou nos triglicerideos. Do espectro de RMN-'H integrado, obtém-se a
medida direta do grau de insatura¢ao de modo preciso.

Os principais sinais que pode-se observar no espectro, encontram-se na Figura 22 e os

respectivos deslocamentos quimicos, com suas respectivas integrais, aparecem na Tabela 9.

Figura 22 - Espectro de RMN-'H genérico de 6leo vegetal

' | I | I | B | I |t | | e | I | I | I S ; I | I | l | I | I | I | | | 52 ] l | I | l | I | I | B | I | B | l 1 I g | I
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1,0 05 0,0
ppm

Fonte: Reda ¢ Carneiro (2006).

Legenda: a = protons metilicos; b = protons metilicos do acido linolénico; ¢ = protons metilénicos dos acidos graxos do
triacilglicerol; d = protons B-carboxilicos; e = protons alilicos externos; f= protons a-carboxilicos; g = protons alilicos internos;
h + 1= proétons metilénicos do glicerol; j = proton H-2 metilénico do glicerol; k = protons olefinicos. A inser¢do mostra os sinais
dos prétons H1 da metila do acido linolénico em 0,98 ppm [sinal em b].
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Tabela 9 - Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN-'H genérico de 6leo vegetal conforme a Figura (18)

Picos Deslocamentos (8)

Hidrogénio (H)

Grupo Funcional

ppm
a 0,83-0,93 —CHjs Hidrogénios metilicos
b 0,93-1,03 —CH3 Hidrogénios metilicos do acido linolénico
c 1,22-1,42 —(CH2)n— Hidrogénios metilénicos dos acidos graxos do
triglicerideo
d 1,52-1,70 —CH»—CH,—COOH Hidrogénios B-carboxilicos
e 1,94-214 —CH,;—CH=CH- Hidrogénios alilicos externos
f 2,23-2,36 —CH,-COOH Hidrogénios a-carboxilicos
g 2,70-2,84 —CH=CH-CH,—CH=CH- Hidrogénios alilicos internos
h+i 4,10 - 4,25 —CH;—0O-COR Hidrogénios metilénicos do glicerol
i 4,25 -4,32 —CH;—0O-COR Hidrogénios metilénicos do glicerol
j 5,20 -5,26 >CH,OCOR Hidrogénios H; do glicerol
k 5,26 — 5,40 —CH=CH- Hidrogénios oleofinicos

Fonte: Carneiro; Reda; Carneiro, 2005.

Os valores de area de um sinal de H' encontrados nas amostras de 6leos da polpa de

Inaja concordam com os valores de deslocamentos quimicos descritos na Tabela 9.

Os principais sinais apresentados pelo 6leo da polpa de M. maripa, foram determinados

e registrados, utilizando um programa de integragdo chamado Mestre-C e podem ser observados

na Figura 23.
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Figura 23 - Espectro de RMN-'H do 6leo de M. maripa a 200 MHz, usando como padrio interno o0 TMS
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Todos os hidrogénios metilicos (parte saturada da molécula) mostram deslocamento
quimico entre () 0,80 e 1,00 ppm (a + b). Portanto, o numero total de insaturagdo, em numero
de ligacdes duplas/mol, ¢ a medida direta da area dos picos normalizados e integrados dos
hidrogénios que geraram aqueles sinais, naquelas regides do espectro de RMN-"H (MANNINA
et al., 2003). Na Figura 23, os hidrogénios metilicos dos acidos insaturados, oléico, linoléico e

linol€ico, aparecem registrados no sinal “a” entre 0.83 ¢ 0.93 ppm.

Os oleos vegetais, apresentam diferentes propor¢des de acidos graxos saturados (AGS),
acido oléico (GD-9), acido linol€ico (GD-6) e linolénico (GD-3), sendo os sinais resultantes, a
consequéncia da sobreposi¢do de protons metilicos de tripletos, formando diferentes
deslocamentos quimicos e apresentam tamanhos distintos, dependendo da proporg¢do de acidos

graxos.

Pode-se observar deslocamento quimico (8) entre 5,40-5,26 ppm (k), correspondente
aos hidrogénios olefinicos. Como o espectro de RMN-'H dos triacilglicer6is é bem resolvido,
observando-se sinais distintos e caracteristicos para os prétons olefinicos, do glicerol e
alquilicos, que mostram absorcao em regides diferentes do espectro. Os protons metilénicos do
glicerol em (8) 4,10 — 4,32 ppm (i + h) [H-1 e H-3]; H-2 o préton metilénico em () 5,25 ppm
(j). Prétons alilicos internos sdo observados em (6) 2,80 — 2,70 ppm (g). Os protons alilicos
externos sdo observados em (6) 2,10 — 1,90 ppm (e). Protons a-carboxilicos sdo observados em
(0) 2,34 — 2,22 ppm (f). Os prétons B-carboxilicos sdo observados em (6) 1,70 — 1,50 ppm (d).
Um cluster de picos sobrepostos em (8) 1,40 — 1,15 e centrado em 1,2 ppm (c) corresponde aos

demais prétons metilénicos dos acidos graxos presentes no triacilglicerol (VIGLI et al., 2003).

4.5 ANALISE DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS POR RMN-'H

Utilizando os valores das integrais do espectro de RMN-'H, obtemos a medida direta
indice de iodo, indice de acidez, indice de saponificagdo, peso molecular médio, relagdo de
hidrogénios oleofinicos/alifaticos, nimero médio de instauracdo por triglicerideo, estimativa
percentual de derivados dos acidos graxos insaturados totais e grau de insaturagdo de qualquer
6leo vegetal. Na Tabela 10 pode-se apreciar os resultados obtidos para as propriedades fisico-

quimicas do 6leo de M. maripa, comparados com os dados obtidos da literatura.



71

Tabela 10 — Caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de M. maripa comparado com dados da literatura

Caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos da polpa de

M. maripa
Caracteristicas Autor Mota e Franca Duarte, Cardoso et al.,
(Mucajai) 2007 2008 2007
1 (Belém) (Iracema) (Manaus)

IA (mg KOH/g) 2,54 5,56 4.93 8,35
IS (mg KOH /g) 176,12 215,14 210 173,4
II (mg I,/ 100 g) 114,42 69,37 74,86 81,37
PMM (g/Mol) 942,76 - 951,05 -
Ro,a 1,93 - 1,05 -
INS 4,25 - 4,06 -
GI 0,15 - - -

(-)Sem dados. Legenda: Il = indice de iodo; A = indice de acidez; IS = indice de saponificagdo; PMM = peso

molecular média, g/mol; Ro,a = relagdo de hidrogénios oleofinicos/alinfaticos; INS = nimero médio de ligagdes
duplas por triglicerideo; Gl = estimativa do grau de instauragdo.

Os dois primeiros parametros analisados sdo importantes (indice de acidez e indice de
saponificagdo), principalmente o indice de acidez que informa a quantidade de 4cidos graxos
livres presentes na matriz vegetal, influenciando em seu provavel uso potencial com valor

econdmico (CORREA et al., 2006; MOTA e FRANCA, 2007; PEREIRA et al., 2012).

4.5.1 TIndice de Todo

Na Tabela 10, podemos observar que o 6leo da polpa de Inaja, apresentou indice de iodo
114,42 mg I»/g valor superior aos encontrados pelos autores citados. Ao comparar, observa-se
que o valor encontrado para o 6leo extraido estudado por Duarte (2008), o valor da amostra em
estudo foi superior, sendo quase o dobro. Um alto valor de indice de iodo indica que o 6leo
possui um alto valor de insaturacdo, portanto maior serd sua capacidade de absorver Iodo. De
acordo com Angenoli (2011) os indices de iodo de 6leos vegetais podem ser classificados como:
secos >130, semi-seco entre 130-90 e ndo-seco < 90. O dleo da polpa de Inaja ¢ classificado

como semi-seco, sendo um oleo resistente a oxidacoes.
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4.52 JIndice de Acidez

O valor encontrado para o 6leo da polpa de Inaja foi de 2,54 (mg KOH/g), conforme
observado na Tabela 10, sendo este valor, inferior aos valores encontrados pelos autores citados.
Segunda a resolucdo RDC n°® 270 da ANVISA (2006) o6leos e gorduras refinados devem no
maximo absorver 0,6 mg KOH/g. Este valor apresentado no 6leo da polpa de Inaja ¢ um valor

de acidez superior ao estipulado para 6leos e gorduras refinados segundo a ANVISA.

4.5.3 Relacao de Hidrogénios Oleofinicos/Alifatico

A Ro,a ¢ um parametro que indica o grau de insaturagdo e o estado de oxidagao de 6leos,
sendo mais preciso que o indice de peréxido. Um valor de Ro,a > 0,66 indica que o 6leo pode
ser considerado apropriado para consumo humano (CARNEIRO; REDA; CARNEIRO, 2005).
O valor encontrado para o 6leo da polpa de Inaja foi de 1,93, indicando que ¢ apropriado para

0 consumo humano.

4.54 Indice de Saponificacio e Massa Molecular Média

Podemos observar na Tabela 10 que o 6leo da polpa de Inaja apresentou indice de
saponifica¢do de 176,12 mgKOH/g. O valor encontrado ¢ inferior ao encontrado por Mota e
Franga (2007) e Duarte (2008), e superior ao valor encontrado por Cardoso et al., (2007). O
indice de Saponificacdo estd intimamente ligado a massa molecular média de triglicerideos,
quanto menor for o indice de saponificacdo maior serd sua massa molecular.

O valor encontrado para a massa molecular média do 6leo da polpa de Inaja foi de
942,76 g.mol. Quando comparado ao peso molecular médio estudado por Duarte (2008),
encontra-se no mesmo intervalo, corroborando o valor encontrado para o indice de

saponificac¢ao.

4.5.5 Estimativa do teor de derivados de acidos graxos insaturados totais

O grau de insaturagdo esté diretamente ligada ao indice de iodo, sendo que quanto maior
for o valor de GI maior sera seu indice de iodo (ANDRADE, 2011). O 6leo da polpa de Inaja
apresentou GI (0,15) e LI (114,42). Nao houve comparagdo com os autores, porque nao terem

calculado esse parametro.
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4.5.6 Numero médio de ligacdes duplas por triglicerideo

O INS ¢ a avaliagdo da insaturacao de um o6leo vegetal de acordo com a presenca de
acidos graxos insaturados, onde a cada dois hidrogénios oleofinicos tera uma ligacao dupla por
triglicerideo (LIMA, 2011). O 6leo da polpa de Inaja apresentou INS de 4,25. Comparado com
o valor encontrado por Duarte (2008) que apresenta de INS de 4,06.

46  GRUPOS FUNCIONAIS PRESENTES NO OLEO DE M. MARIPA

A Figura 24 apresenta o espectro de absor¢ao na regido do infravermelho para a amostra

de o6leo Inaja hexano.

Figura 24 - Espectro de absor¢@o na regido do infravermelho do 6leo de M. maripa
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Analisando o espectro da Figura anterior, ¢ possivel atribuir absor¢des de bandas
caracteristicas dos triacilgliceridios, como uma banda forte e intensa, aproximadamente em
1732 cm™!, referente ao grupo carbonila (C=0) de 4acidos carboxilicos. As absor¢des entre 2925
a 2855 cm! referem-se a deformacio axial da ligagio C—H (sp°-s), na qual a absor¢do forte em
2925 cm’! refere-se ao grupo metila (CHs), seguida de uma absorcio de intensidade média em
2855 cm’!, atribuida aos grupos metilénicos CHz. Observa-se também uma banda em 1471 cm”
latribuida a uma deformagio axial do grupo metileno e, por fim, em 1181 cm™ observa-se uma
banda de intensidade média caracteristica de deformagdo axial do grupo funcional (C—O). E

possivel atribuir absor¢des de bandas de 2350 cm™!, referente ao CO2 do ar.
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NaTabela 11, pode-se observar as principais atribui¢des de absor¢ao de bandas na regido

do infravermelho para o 6leo estudado neste trabalho comparados com a literatura.

Tabela 11 — Atribuic@o das principais bandas de absor¢ao na regido do infravermelho para amostras de 6leos

Inaja ‘Melancia Maracuja Soja Possiveis
(Autor, Mucajai)  Avila, 2012 Silva, 2011 Vasconcelos, 2009 SR
B 1 1 1 Atribuigdes

cm cm cm cm

2925 3008 3008 3005 v=C-H;
2855 2925 2924 2930 v=C-H;
1732 1744 1745 1745 v=C=0
1471 1465 1465 1465 v=C-H,
1181 1165 1163 1150 v=-0-H

Bandas em cm’!; v - Deformacdo Axial.

As bandas de absor¢do encontradas para o 6leo de Inaja hexano nesta pesquisa foram
muito semelhantes aos obtidos por Avila (2012), Silva (2011) e Vasconcelos (2009) por serem

6leos de origem vegetal.

477  ENSAIOS BIOLOGICOS

Ensaios bioldgicos segundo a ANVISA (1988), “sao procedimentos destinados a avaliar
o potencial de principios ativos contidos nas matérias-primas e preparagdes farmacopéias,
através do uso de reagentes bioldgicos tais como: Micro-organismos, Animais, Fluidos e 6rgaos

i1solados de animais”.
4.7.1 Teste de sensibilidade antibacteriana
Os extratos do dleo da polpa de M. maripa, foram avaliados quanto a sua capacidade

em inibir o desenvolvimento bacteriano “in vitro”. Foi utilizada o teste de sensibilidade

antibacteriana. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 12 — Resultados de sensibilidade antibacteriana para P. aeruginosa, C. freundii, B. cereus e L. monocytogenes

Inibicdo da Concentracdo de 250 pg.mL™*

Micoorganismos Oleo da polpa de M. maripa (%)
P. aeruginosa (-) 23,87 £2,83
C. freundii (-) 25,87 £ 3,02
B. cereus (+) 35,90 + 3,72
L. monocytogenes (+) 39,02 + 4,80

Para classificar a atividade antibacteriana dos 6leos, utilizou-se os seguintes parametros:
os 6leos que apresentam MIC até 0,5 mg.mL"! foram considerados de forte inibi¢do, os que
apresentam MIC entre 0,6 a 1,5 mg.mL"!, moderadamente ativos, quando apresentaram
atividade acima de 1,6 mg.mL! inibidores fracos (HOUGHTON et. al., 2007, DUARTE et al.,
2005 e ALIGIANIS et al., 2001).

O emprego do critério anteriormente descrito ndo € consenso entre os pesquisadores,
pois ndo existe um nivel de inibi¢do aceitdvel definido para produtos naturais quando
comparados com antibioticos padrdes, alguns consideram somente resultados similares aos
antibiodticos padrdes, enquanto outros consideram como bom potencial, mesmo aquele com
niveis de inibi¢ao superiores.

Comparando os dados obtidos no teste com a classificacio de Houghton et. al., 2007,
Duarte et al. (2005) e Aligianis et al. (2001) o 6leo de M. maripa, apresentou-se uma inibi¢ao
moderada para as bactérias testadas com valores entre 0,02 a 0,25 mg.mL'l.

Os oleos de M. maripa foram mais ativos contra as bactérias B. cereus (35,90% de
inibicao) e L. monocytogenes (39,02% de inibicao) ambas Gram (+), quando comparados com
as bactérias Gram (-) respectivamente. Quando comparados com o padrdo apresentaram uma

inibicao menor.

4.7.2 Teste de atividade anticolinesterasica

O ¢leo da polpa de Inaja apresentou um 63,76 + 4,67 % de inibi¢do frente a enzima
acetilcolesterasa. Quanto a droga padrao utilizada, a Eserina apresentou um 91,77 £ 2,7 % de
inibi¢do. Os extratos superiores ao 50% de inibi¢do enzimatica sdo indicados ao isolamento
como substancias potencialmente inibitorias da enzima, extratos que variam entre 30-50% sdo

considerados inibidores moderados, por debaixo de 30% sdo inibidores fracos (TREVISAN,



76

2003; VINUTHA, 2007). A inibi¢do da enzima de acetilcolinesterase, t€ém um papel importante
nas pesquisas feitas até a presente data, pois demonstraram a maior eficiéncia no tratamento
clinico na doenca de Alzheimer, que estd associada com “déficits” dos diversos
neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a noradrenalina e a serotonina. O tratamento
sintomadtico da doenga, envolve primariamente a restauragdo da funcao colinérgica. Sugere-se,
portanto, que uma elevacao no nivel da acetilcolina poderia ser til para melhorar um os sinais
da doenga. (TREVISAN, 2003; VINUTHA, 2007).

O oleo de M. maripa apresentou uma inibicao de 63,76%, sendo considerada potente,
podendo ser feito em uma etapa posterior, estudos bioguiados para isolar e caracterizar

principios ativos anticolinesterasicos.

4.7.3 Teste de toxicidade geral frente a Artemia salina.

Por se tratar de um micro crustaceo de facil manuten¢do em condigdes de laboratorio e
de ampla distribui¢do, Artemia salina tem sido largamente utilizada em testes de toxicidade
(PIMENTEL, 2010). A amostra foi testada nas concentragdes de 1000; 500; 250 e 125 pg.mL"
I em volume de 10 mL, e utilizou-se o branco chamado de controle. A contagem dos
sobreviventes foi realizada ap6s 24 horas com auxilio de uma lupa. Obtendo o seguinte

resultado:

Tabela 13 - Numero de naudiplos mortos

Anélises 1000pg.mL 1 500 pg.mL 1 250 pg.mL 1 125 pg.mL ! Controle
*V *M *V *M *V *M *V *M *V
A* 2 8 3 7 4 6 4 6 10
D* 2 8 4 6 4 6 5 5 10
T 2 8 4 6 5 5 5 5 10
xX* 2 8 3,67 6,33 4,33 5,67 4,67 5,33 10

*A = amostra; *D = Duplicata; *T = triplicata; *X = media; *V = vivos; *M = mortos

Pode-se observar os valores das quatro concentragdes diferentes, as quais sdo

comparadas com o controle, e representados em porcentagem de mortalidade, Tabela 14:
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Tabela 14 — Dados de atividade frente & Artemia salina para M. maripa

. . .o
Concentracio Atividade para A. salina (% de

Mortalidade)
1000pg. mL ! 80,00%
500 pg.mL ! 63,30%
250 pg.mL ! 56,70%
125 pg.mL ! 53,30%
Controle 0%

Como nao houve mortalidade nos tubos controle ndo foi necessario aplicar a formula
Abbott (formula 2), pois os resultados nao sdo alterados. Calculando a média entre os valores
obtidos do extrato, foram encontrados os resultados de 80% de mortalidade para a concentracao
de 1000 ug.mL"!, 63,30% para a concentragio de 500 ug.mL"!, 56,70% para a concentragio de
250 pg.mL!, 53,30% e para a concentragio de 125 pg.mL"!, Figura 25.

Figura 25 — Curva de atividade frente & Artemia salina
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Utilizando a féormula da regressao linear Y = A + BX (Figura 25), podemos calcular a
DLso (Y =50), onde 41,65 e 8,67 sdo os valores de A e B, respectivamente, encontrando X igual
40,96 ng.mL!. Pela anélise dos dados, pode-se verificar que o 6leo de M. maripa, apresentou
letalidade frente a Artemia salina, sendo considerado toxico (DL 50% inferior a 100 pg.mL™")
tendo sido encontrado o valor de DLso de 0,96 pg.mL™'. Os controles feitos com o solvente
DMSO nao apresentou influéncia sobre os resultados, pois nenhuma larva morreu na presenga

do mesmo, do mesmo modo que o controle realizado com agua salgada.
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5 CONCLUSOES

A polpa de Inaja apresentou um rendimento de extracao de dleo vegetal de 44,20%.

Quanto a avaliagao do DPPH, o 6leo da polpa de Inaja ndo apresentou percentagem de
inibicao significativa que lhe confere atividade antioxidante.

As andlises cromatograficas da composi¢do em acidos graxos do 6leo de M. maripa,
apresentaram em sua composi¢ao um total de 10 acidos graxos diferentes. Os acidos graxos
insaturados predominantes nas amostras estudadas sdo os acidos oleico, linol€ico e linolénico.

A utilizagdo da técnica de RMN-'H ¢é importante e considerada uma ferramenta precisa
e rapida usada na determinacgdo de 4cidos graxos insaturados e propriedades fisico-quimicas de
Oleos vegetais.

O oleo da polpa de inajd apresentou caracteristicas fisico-quimicas que possibilitam o
seu aproveitamento na alimentagdo tanto humana quanto animal, representando um alimento
energético, assim como matéria-prima de carater oleifero.

A espectroscopia de infravermelho mostrou absorgdes de bandas caracteristicas dos
triglicerideos, como uma banda forte e intensa, referente ao grupo C=0 dos acidos carboxilicos.

A determinacao do Teste de sensibilidade antibacteriana, revelou que o 6leo apresentou
um moderado espectro de ag¢do, uma vez que foram capazes de inibir o crescimento
antibacteriano, apresentando inibi¢do abaixo de 0,5 mg.mL™".

O ¢6leo de Inaja apresenta uma inibigdo potente da enzima acetilcolinesterase,
considerando-se como um resultado promissorio na busca de novos compostos.

No teste de toxicidade de M. maripa, foi verificado uma grande quantidade de obitos de
Artemia salina, sendo considerado de alta toxicidade (DL 50% inferior a 100 ug.mL™"), tendo
sido encontrado o valor de DLso de 0,96 ug.mL".

Os resultados obtidos do perfil de acidos graxos e dos bioensaios, sugerem estudos
futuros de prospeccdo quimica e biologica de esta espécie vegetal com a finalidade de

desenvolver bioproductos para a saide humana.
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