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1. INTRODUCAO

O aumento da producao de alimentos a partir de frutas e vegetais gera uma
grande quantidade de residuos tornando a eliminacdo dos mesmos um desafio (JI et
al, 2017; IGALAVITHANA et al, 2017). Esses passivos tém representado um problema
ambiental e econémico (MELO et al, 2011). Observa-se uma crescente preocupacao
mundial em relacdo a criacdo de medidas para diminuir ou eliminar esses residuos
produzidos pelo processamento de alimentos (CASTRO e SATO, 2013; BARBOSA e
CONCEICAO, 2016).

As frutas e legumes sédo fontes de compostos bioativos como polifendis, vitamina
C, carotenoides e tocoferol que apresentam efeitos benéficos para a saude por
atuarem na prevencao de doengas (WIINGAARD, ROBLE, BRUNTON, 2009;
LANDIN, 2010). Tal como as frutas, os residuos das mesmas apresentam esses
compostos bioativos evidenciando potencial de aproveitamento pela industria para o
desenvolvimento de novos produtos e levar a reducédo dos custos financeiro para o
manejo e descarte adequado desses residuos (COELHO et al, 2001; FERNANDES et
al, 2008).

Os residuos obtidos do processamento de frutas podem ainda apresentar
substancias nutritivas, como 6leo essencial, proteinas, enzimas, metabdlitos
secundarios e lipideos (ALVES et al, 2017). Um dos residuos agroindustriais de fruta
com potencial de aproveitamento € oriundo da uculba (Virola surinamensis), de
origem amazbnica que se destaca pelo seu uso no tratamento da malaria, acéo
antiinflamatoria e antifingica, estando diretamente relacionado a presenca de seus
compostos bioativos como as lignanas, neolignanas, propilfenonas, arilpropandides e
flavonoides (HIRUMA-LIMA et al, 2009; WANG et al, 2017).

A gordura obtida da semente de ucuuba tem sido amplamente explorada pela
indUstria, o que tem levado ao aumento da geracéo de residuos por parte desse fruto
(GALLUPO, 2001). Acredita-se ser importante explorar o potencial apresentado por
esses residuos oriundos do processo extrativo da semente de ucuuba. Por meio de
processos extrativos utilizando solventes verdes que apresentam maior seguranga e
qualidade do produto obtido e aplicacdo de tecnologias no residuo € possivel obter

produtos rico em nutrientes e compostos bioativos, com alto valor agregado podendo
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ser utilizado pela industria alimenticia, cosmética e farmacéutica valorizando ainda
mais a cadeia produtiva desse fruto e contribuindo para sustentabilidade.

Tendo em vista 0 aproveitamento de residuos agroindustriais, esse estudo tem
por objetivo a obtencdo e caracterizacdo de extratos hidrofilicos e lipofilico, pois os
mesmos permitem extracdo de maior diversidade de metabdlitos secundarios,
contendo antioxidantes naturais como polifenbis e carotenoides, além de buscar
identificar o composto majoritario pelo método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Avaliar se os extratos apresentam potencial antimicrobiano e se os mesmos
possuem citotoxicidade para o organismo, e assim explorar o potencial do residuo de

ucuuba oriundo do processo extrativo da gordura.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Residuos agroindustriais

A Revolucgao Industrial trouxe grandes alteracdes ao meio ambiente, pois a partir
desse periodo houve um aumento na producdo de bens de consumo e geracéo de
residuos. O aumento na geracdo desses residuos tem contribuido para poluicdo do
meio ambiente, pois a quantidade produzida € menor que a quantidade degradada,
provocando impactos ambientais. Os residuos podem contaminar o solo e o lencol
freético, sofrer fermentacdo liberando odores, além de levar a proliferacdo de
microrganismos como bactérias, fungos e virus e macrovetores como mosca e ratos
(RODRIGUES, 2010; KIM et al, 2014, Jl et al, 2017).

Com o crescimento da agroindustria nos ultimos anos e sua instalagdo em
diversas regides tem contribuido para producéo de residuos que sdo considerados
fontes de contaminacdo ambiental (SAVATOVIC et al, 2012; BORGES et al, 2015;
SLAVOV et al, 2017). Também tem crescido a preocupacdo com 0 meio ambiente,
assim politicas publicas vém sendo aplicadas no intuito de reduzir esses impactos ao
meio ambiente (LOUSADA JUNIOR, 2006; PELIZER, 2007).

Os residuos apds serem gerados precisam de um tratamento adequado de
acordo com a legislacdo ambiental, isso requer um grande investimento por parte da
indUstria com manutencdo, mao de obra e operacdo sem que a haja um retorno
financeiro. Assim, tem se tornado cada vez maior a necessidade de reaproveitar esses
residuos no intuito de valorizar esses produtos e diminuir a poluicdo ambiental e os
custos nesse segmento para a industria (RODRIGUES, 2010; BARBOSA e
CONCEICAO, 2016).

Os residuos agroindustriais de frutas séo produzidos em grande quantidade e
eliminados de forma inadequada. Estes residuos podem ser fontes promissoras para
o desenvolvimento de novos produtos por conter substancias de interesse nutricional
e compostos bioativos. A industria de alimentos tem investido em projetos que
garantam a sustentabilidade da producao industrial, pois a reciclagem desses
residuos apresenta interesse tecnoldgico, cientifico e econémico, uma vez que tem
como objetivo recuperar a matéria e energia, preservando assim 0s recursos naturais,
além de reduzir os danos ambientais como contaminacdo do solo causados pelo

descarte desses residuos, gerar mais renda para os processadores de alimentos e
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agregar valor a cadeia produtiva do fruto. (UCHOA et al, 2008; GONZALES et al, 2014;
SANCHEZ et al, 2015; WENG et al, 2017)

A industria vem buscando solu¢fes para preservar 0 meio ambiente que sejam
economicamente viaveis para tratar os residuos agroindustriais (CEREDA, 2000).
Alguns estudos tém destacado o potencial dos residuos agroindustrias de frutas na
producédo de novos produtos ou mesmo como ingredientes de ragdo animal. Uma das
formas de se aproveitar esses metabdlitos e através da extracdo dos mesmos que
pode ser feita por métodos que ndo causem impacto ambiental como percolacao,
maceragao entre outros, bem como, uso de solventes que ndo causem nenhum dano

ao meio ambiente como os solventes verdes como etanol e 6leos vegetais.

2.2. Extracao verde

Os processos extrativos existentes apresentam algumas limitacdes quanto aos
solventes utilizados na extragéo de compostos de baixa polaridade como carotenoides
e tocoferol. Os solventes organicos utilizados como acetona, hexano, éter de petréleo
entre outros sdo toxicos para o ser humano e animais. Logo, 0 uso desses solventes
nao € bem aceito pela industria alimenticia, cosmética e farmacéutica (LI et al, 2012;
GOULA et al, 2017).

Novas alternativas que substituam o uso desses solventes estdo sendo
empregadas para preservar a eficiéncia de extracdo e atendam as exigéncias da
sociedade. O conceito de extracdo verde, que esta baseado nos principios da quimica
verde ou engenharia verde, consiste em processos de extragcdo que reduzam o
consumo de energia e permita 0 uso de solventes alternativos e renovaveis ou
inovadores, obtido de fontes vegetais tais como 0s 0Oleos vegetais (canola, soja,
semente de girassol entre outros) a fim de eliminar os solventes mais toxicos e garantir
a seguranca e a qualidade do produto extraido (PU, BECHTEL E SATHIVEL, 2010;
PARJIKOLAEI et al, 2015)

Handayani e colaboradores (2008) realizaram a extracdo de astaxantina, um
tipo de carotenoide presente nos residuos de camaréo, utilizando como solvente o
0leo de palma e concluiram que o mesmo foi eficiente na retirada de astaxantina do
residuo. Goula e colaboradores (2017) realizaram a extragcdo de [(-caroteno dos

residuos da casca de roma, utilizando 6leo de semente de girassol e 6leo de soja
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como solvente extrator, observando que esses solventes verdes foram eficientes no
processo extrativo de metabdlitos de baixa polaridade como os carotenoides.

O uso de O6leos vegetais € uma alternativa promissora na extracdo de
compostos bioativos como carotenoides e tocoferol, devido a baixa polaridade e
solubilidade dessas substancias permitindo que essas sejam atraidas pelo 6leo
vegetal durante o processo extrativo (PARJIKOLAEI et al, 2015; GOULA et al, 2017).

Além disso, este processo é ambientalmente seguro e saudavel podendo ser
realizado sem comprometer a qualidade dos metabolitos extraidos e do produto final
gue sera obtido a partir desse processo extrativo. O uso desses solventes se torna
mais rentavel durante o processo extrativo, pois o consumo de solvente é reduzido,
além de se tornar mais eficaz na extracdo dos compostos quando associados a
técnicas de extracdo verde (LATIF et al, 2011; KUMAR et al, 2017).

O uso de 6leo vegetal como solvente tem demonstrado seus beneficios, pois
reduzem o0s riscos a saude por ndo serem tOxicos, conservam as caracteristicas
organolépticas do produto extraido, ndo prejudicam o meio ambiente e assim podem
ser vistos como uma alternativa benéfica em um mundo sustentavel (BURIOL et al,
2009; LI et al, 2012). Sendo uma alternativa mais segura de solvente para extrair
compostos bioativos de plantas, frutas e seus residuos, como por exemplo o residuo
da ucuuba estudado nesse trabalho.

2.3. Virola surinamensis (uctuba) — residuos da semente

A Virola surinamensis € uma espécie de arvore encontrada nas margens dos
rios da regido Amazobnica pertencente ao género Myristicaceae, popularmente
conhecida como mucuiba, ucuuba-da-varzea, ucuuba-branca, ucuuba-verdadeira,
ucuuba do igap6 (HIRUMA- LIMA, et al 2008). No Brasil, essa espécie esta distribuida
pelos estados do Parg, e partes do Maranhdo, Pernambuco, Roraima, Amazonas,
Ceara e Goias (ELEOTERIO, SILVA; 2014). E uma arvore lenhosa (Figura 1) de
grande porte, podendo chegar até 40 metros de altura com até um metro de diametro,
com sua casca sendo fina de cor pardo-acinzentada, sua madeira € leve de superficie
aspera e de baixa resisténcia ao apodrecimento com seu cerne variando de bege-
claro até castanho-escuro. A Virola surinamensis da seus frutos (Figura 2) na estacao
chuvosa e suas sementes sao totalmente cobertas por um arilo carnoso e de
coloracdo vermelha (GALUPO et al, 2001; GURGEL et al, 2006).
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Figura 2: Frutos Virola surinamensis (Adaptado de Gurgel et al., 2006)

O uso da ucuuba ocorre desde o periodo pré-colombiano, pois os indios faziam
uso da semente e casca como alucinédgenos em seus rituais e utilizavam o sebo das
sementes para aplicacdo em ferimentos (LOPES et al, 1999; GALUPO et al, 2001)

Na medicina popular o cha das folhas de uculba é utilizado para tratar
reumatismo, artrite, célica, inflamacdes, gastrites, dispepsias, erisipelas. O seu extrato
hexanico tem acdo contra infecgcbes de Schistossoma mansoni, e 0 sebo das
sementes pode auxiliar na cura de aftas, hemorroidas e tem efeito cicatrizante
(RODRIGUES, 1980; LORENZI e MATOS, 2002; HIRUMA-LIMA et al, 2009).

O destaque econdmico iniciou-se devido o extrativismo madeireiro desse
género, porém atualmente séo as sementes de ucutba que tem sido foco de interesse
da indastria cosmética. Um estudo realizado por Carneiro (2015) mostra o valor

nutricional (Tabela 1) da semente de ucuuba.
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Tabela 1: Analise centesimal das sementes da Virola surinamenses (Carneiro, 2015).

Parametros Peso Fresco Peso Seco
Umidade 9,3% -
Cinzas 3,62 2,1%
Gordura 40,5% 67,0%
Proteinas 16,4% 11,6%
Extrato sem N e fibras 17,4% 19,3%

As sementes possuem 60% de gordura, sendo rica em triacilgliceréis e acidos
graxos, dos quais cerca de 68,15% sao acido miristico e 19,78% sé&o acido laurico.
Durante o processo de prensagem das améndoas de ucuulba séo originados a gordura
gue tem substituido o sebo animal utilizado pela industria na producédo de diversos
produtos como sabdo, vela e principalmente cosméticos (Figura 3), o que tem gerado
beneficio para a regido amazénica (GALUPO et al, 2001).

Figura 3:Cosméticos produzidos através do “gordura de ucutba”. Fonte: rede natura

As folhas e as sementes da Virola surinamensis apresentam compostos
bioativos como alcaldides, acidos graxos, 6leos essenciais como monoterpenos e
sequiterpenos, flavondides como a epicatequina e flavona titonina, tocotrienols,
tocoferol componente da familia da vitamina E, neolignanas, fenilpropanoides,
propiofenonas, arilpropanadides,y-lactonas, policetidios e lignanas como fragansins A2
e D2, galbacina, galbelgin, 5-methoxigalbelgina, grandisina, verrucosina,
aristolignanana, austrobailignanana, calopeptina, veraguensin, 5-
methoxiveraguensina, nectandrina B, galbulina e galcatina (BLUMENTHAL et al,
1997; LOPES et al, 1999; LOPES et al, 1999; KATO et al, 2012).



18

Durante a etapa de extracdo da gordura, ocorre a prensagem das sementes
resultando na obtenc¢é@o de uma matriz sélida chamada de torta ou farelo como ocorre
com a maioria dos processos agroindustrias das frutas tropicais, esses residuos se
descartados no solo, inadequadamente, podem atrair vetores causando
contaminacgao. Gallupo e Carvalho (2001) em sua pesquisa relatam que a populacéo
utiliza esses residuos como adubo ou ragdo para gado. Ha interesse na avaliacdo
desses residuos, uma vez que 0s mesmos sao obtidos da semente podendo ainda
conter substancias de alto valor nutricional como macronutrientes, micronutrientes e
metabdlitos como carotenoides, tocoferol, flavandides que oferecem beneficios a
saude. Com a aplicacdo de tecnologias esses residuos podem ser convertidos em
produtos comerciais e assim auxiliar na reducao da poluicado gerada pelo seu descarte
inapropriado no solo (PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007). Logo, a obtencéo de
extratos vegetais e avaliagdo de seu potencial antioxidante pode ser de grande

relevancia no aproveitamento desses residuos para o desenvolvimento de produtos.

2.4. Compostos bioativos

2.4.1. POLIFENOIS E FLAVONOIDES

A partir dos residuos de ucuuba é possivel obter extratos ricos em polifendis,
a-tocoferol e B-caroteno. San e Yildirim (2010) relataram que a forte interagcéo entre o
a-tocoferol e o B-caroteno apresentam efeito antioxidante. Esses compostos bioativos
apresentam grande beneficio para a saude, por possuirem acdo antioxidante
(CHIRINOS et al, 2013), anti-inflamatéria (CARVALHO et al, 2010), antimicrobiana
(GRACA et al, 2017), antifungica (GRACA et al, 2016), antitumoral (XIANG et al,
2017). Esses compostos bioativos podem estar presentes nos residuos
agroindustriais oriundos das sementes (LAUFENBERG et al, 2003).

Os polifendis sdo substancias bioativas e metabdlitos secundarios amplamente
distribuidos entre as plantas, sédo originados a partir das vias bioquimicas do acido
chimiquico, pela via do acido cinamico e fenilpropranoidico. Esses compostos estédo
subdivididos em fendlicos diterpenicos, acidos fendlicos, taninos e flavonoides. Esses
metabdlitos apresentam como caracteristica biolégica principal sua capacidade
antioxidante por meio da inibicdo dos mecanismos oxidativos que podem levar ao

aparecimento de doencas degenerativas, sendo assim fundamentais na dieta humana
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e animal (HATAMNIA, ABBASPOUR, DARVISHZADEH, 2014; RODRIGUES et al,
2016).

Os flavonoides (Figura 4) sdo compostos com varias atividades biologicas, pois
além da atividade antioxidante, possuem também acdo antibacteriana, antiviral,
anticancerigena, acdo neuronal e hipotensiva (CARVALHO et al, 2010; YING e WAN,
2012; RUBIO et al, 2013; HU et al, 2016). S&o divididos em 6 grupos como: Flavonas,
flavondis, flavan-3-0is, isoflavonoides, antocianinas e flavanonas e cada grupo possui
respectivamente compostos principais: rutina e luteolina, quercetina e caempferol,
catequina e epicatequina (Figura 5), genisteina, cianidina, naringenina, sdo mais de
4000 diferentes tipos de flavonoides ja descobertos, de todos identificados ja foram
encontrados epicatequina e flavonas na especie Virola surinamensis (SILVA et al,
2003; FU et al., 2013).

Figura 4: Formula molecular plana base para flavonoides

OH

HO 0
OH

IO

OH
Epicatequina

Figura 5: Férmula molecular plana da epicatequina
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2.4.2. CAROTENOIDES

As plantas produzem um pigmento natural sendo um dos responsaveis pela cor
das frutas e vegetais chamado carotenoides. O -caroteno € um carotenoide precursor
natural da vitamina A, ao ser metabolizado da origem a mesma. Mais de 600 espécies
de carotenoides ja foram identificadas, estdo organizadas em dois grupos de acordo
com suas estruturas: 1) xantofilas, que sao derivados oxigenados dos carotenos e 2)
carotenos, que sao hidrocarbonetos tetraterpénicos, como exemplo temos a-caroteno,
B-caroteno (Figura 7), luteina, licopeno entre outros. O metabdlito que é mais
comumente encontrado € o [(B-caroteno, que possui elevada atividade antioxidante,
possuindo a¢do contra doencas degenerativas, doencas oculares e cardiacas (SAN
E YILDIRIM, 2010; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012; KLJAK E GRBESA, 2015;
FLAKELAR et al., 2017).

CH3 ) CH3 CH3 CH3

Figura 6: Formula molecular plana do 3-caroteno

Na ultima década, cresceu o interesse pelos metabdlitos presentes nas frutas
tropicais e vegetais adquiridos na alimentagao, tais como: vitamina E (a-tocoferol,
tocotrienos), carotenoides (B- caroteno, licopeno), Flavonoides (epicatequina, rutina e
flavona) que possuem elevada acao antioxidante, possuindo papel importancia para
a saude, pois estudos cientificos sugerem que esses antioxidantes ajudam a reduzir
o risco de diversas patologias e ajudam a retardar o envelhecimento, logo, € essencial
desenvolver e utilizar antioxidantes para proteger o corpo humano de radicais livres
(HATAMNIA, ABBASPOUR, DARVISHZADEH, 2014; HO et al, 2014; WANG et al,
2017).

2.5. Atividade antioxidante

A oxidagdo é um processo fundamental do organismo para produzir energia,

contudo durante o mesmo sao originados os radicais livres oxigenados ou
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nitrogenados, 0 excesso desses radicais no organismo gera o estresse oxidativo que
é prejudicial as células, uma vez que pode causar danos ao DNA (WANG et al, 2017;
SANTOS et al, 2008; SOARES et al, 2005). Os Antioxidantes sdo substancias que
atuam inibindo os efeitos desencadeados pelos radicais livres no organismo, sendo
fundamentais, pois inibem ou reduzem o0s processos oxidativos amenizando o
desenvolvimento de diferentes tipos de patologia como Parkinson, Alzheimer,
esclerose multipla, doencas cardiovascular, doencas hepaticas e diversos tipos de
cancer (SANTOS et al, 2008; ABBAS et al, 2014; HATAMNIA, ABBASPOUR,
DARVISHZADEH, 2014).

Existem alguns métodos que foram desenvolvidos utilizando substancias
biologicamente ativas para avaliar a atividade antioxidante de extratos, vegetais ou
alimentos. Esses metodos sdo 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico)
(ABTS) e 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) devido a facilidade, velocidade e
sensibilidade dos mesmos. Esses metdédos usam compostos cromogénicos dos
radicais naturais que por sua vez apresentam a capacidade de capturar 0s
antioxidantes presentes na amostra, consequentemente ocorre o desaparecimento do
cromoféro. Esse método pode ser utilizado para compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica (KUSKOSKI et al, 2005; SRINIVASAN et al, 2007; SANTOS et al, 2008; ALI
et al, 2008).

O ensaio de capacidade antioxidante por ABTS € um dos métodos mais
utilizados para deteccéo da atividade antioxidante. Esse ensaio € baseado na captura
do radical cationico ABTS pelo antioxidante 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
acido carboxilico (Trolox), que é um analogo da vitamina E, por meio de uma reacao
quimica de reducdo do ABTS pelo trolox, fazendo com que o radical sofra uma
descoloracédo levando a uma reducdo da absorbancia no espectro de absorcdo do
comprimento de onda de 734 (Ali et al, 2008; Miller et al, 1993).

A reducao do radical ABTS mediante a presenca do trolox € semelhante ao que
€ gerado pelo antioxidante analisado, como por exemplo de extratos vegetais
contendo metabdlitos como flavonoides, carotenoides e tocoferois, analise por
espectofotometria e o resultado expresso em equivalente de trolox por unidades de
concentracéo (CAMPOS e LISSI,1997). O ensaio foi realizado por Miller et al (1993)
e Rice-Evans e Miller (1994) e depois modificado por Re et al. (1999). E um método

vantajoso por ser simples e por seus constituintes possuirem uma boa solubilidade.
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Outro método usado para determinar atividade antioxidante € o DPPH. Esse
método foi realizado por Brand-Willians et al (1995) e posteriormente modificado por
Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). Esse ensaio consiste nha captura
do radical livre DPPH pelo antioxidante trolox, fazendo com que o radical de coloracéo
purpura seja reduzido para difenil-picril-hidrazina, passando da coloracdo purpura
para amarelo causando a diminuigdo da absorbancia a 515 nm.

O DPPH é um dos ensaios utilizados para verificar a atividade antioxidante em
extratos vegetais ou compostos isolados como os flavondides e carotenoides, essas
substancias, assim como o trolox possuem a capacidade de complexar o radical
DPPH e levar a redug&do do mesmo (AJILA et al, 2007; ALI et al, 2008; SANTOS et al,
2008). O emprego desses ensaios permite identificar a capacidade antioxidante
presente no residuo de ucuuba. Esse estudo busca reaproveitar esses residuos como
alternativa econd6mica para valorizar a escala industrial desse fruto através do
conhecimento de seus elementos e reduzir o impacto ambiental gerando

sustentabilidade para o meio ambiente.



23

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Obter extratos hidrofilico e lipofilico padronizados em antioxidantes naturais a partir

do residuo de ucutba (Virola surinamensis).

3.2. Objetivos Especificos

- Caracterizar os residuos de ucuuba (Virola surinamensis) provenientes da empresa

Amazon Oil (Benevides-PA);

- Obter e caracterizar o extrato hidrofilico e lipofilico a partir dos residuos de ucuuba;

- ldentificar e quantificar no extrato hidrofilico os metabolitos majoritarios por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

- Avaliar a atividade antioxidante através dos métodos DPPH e ABTS dos extratos
hidrofilico e lipofilico a partir dos residuos de ucuuba;

- Avaliar a atividade antimicrobiana (CIM E CBM) e atividade citotoxica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais
Para realizacdo deste estudo foram utilizadas 1,360g de torta de ucuuba
provenientes da secagem a frio das sementes, coletadas no més de maio de 2016.
A amostra foi cedida pela empresa Amazon Oil, situada em Benevides - Para.

4.1.1. SOLVENTES:
Metanol (Synth), etanol (Start), hexano (Synth);

4.1.2. REAGENTES:
Hidréxido de sédio 0,1N (Vetec), hidréxido de potassio 0,1 N (Synth), Folin-
Ciocalteau 2N (Sigma Aldrich), cloreto de Aluminio 2% (Synth), persulfato de potassio

(Impex);

4.1.3. PADROES:

Rutina hidratada (CAS 153-18-4) = 95% (Sigma-Aldrich), 2,2-azinobis-[3-etil-
benzotiazolin-6-acido sulfénico] (CAS 30931-67-0) - = 98%, (Sigma-Aldrich), (z) -6,
2, 2-difenil-1- picrilidrazilo (CAS 1898-66-4), acido (z) -6 hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
cromano-2-carboxilico (CAS 53188-07-1), (Sigma -Aldrich) e B-Caroteno Tipo I,
sintético, 295% (HPLC) (CAS 7235-40-7), (Sigma-Aldrich), acido cafeico (Sigma-
Aldrich), acido vanilico (Sigma-Aldrich), acido chiquimico (Sigma-Aldrich), catequina
(Sigma-Aldrich), epictequina (Sigma-Aldrich), quercetina (Sigma-Aldrich).

42. Métodos

4.2.1. OBTENCAO DO RESIDUO DA UCUUBA

As sementes foram selecionadas aleatoriamente, no més de abril e prensadas
a frio, apds o processamento foram obtidos a gordura e uma matriz sélida denominada
torta (usada como matéria prima deste estudo). 1, 300 g do residuo foi coletado logo
apos o processo de extracdo da gordura e levado ao Laboratério de Nanotecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Para, o qual foi

armazenado a -20°C para posterior avaliacao. O residuo foi submetido a secagem em
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estufa de circulacéo de ar a temperatura de 40°C = 2°C. A cada intervalo de uma hora
pesava-se 0 material até se obter peso constante totalizando o tempo de 24 horas.
Em sequéncia da etapa de secagem a amostra foi triturada em moinho de facas,
reduzindo o tamanho de suas particulas. ApGs esse processo o residuo passou a ser

chamado de po e foram acondicionados em freezer a temperatura de -20°C.

4.2.2. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO PO

4.2.2.1. Determinacao de Distribuicdo Granulométrica

A determinacao da distribuicdo granulométrica foi realizada de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 5° edicdo (2010). Foram pesados 25g do po, para a
tamizacdo, a amostra foi inserida em um agitador de peneira eletromagnético com
conjunto de tamises de malhas padronizadas 1700, 710, 355, 250, 180 e 125um,
durante 15 minutos a 3000 rpm. A determinacdo foi realizada em triplicata e o

resultado foi classificado de acordo com o percentual da massa retida em cada tamis.

4.2.2.2. Determinacéo do indice de Intumescéncia

Pesou-se 1g do p6 em triplicata transferiu-se para uma proveta de 25 mL com
tampa. Posteriormente, foi adicionado agua destilada até completar o volume da
proveta, agitando a cada 10 minutos no periodo de uma hora. As amostras ficaram
em repouso durante 3 horas em temperatura ambiente. Realizou-se a medida do
volume (mL) do material acrescido subtraido do volume do material inicial do p6. O
indice de intumescéncia foi calculado a partir das determinacdes realizadas e

relacionada a 1g do p6 (Farmacopéia Brasileira 5° edi¢cao, 2010).

4.2.2.3. Determinacédo da Umidade

A umidade foi realizada em balanca de infravermelho (IV 2000 GEHAKA).
Foram pesados 2g do p6 e aquecidos até 105°C, no periodo de 15 minutos. As
analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram calculados pela média

das trés determinacdes expressos em porcentagem (%).
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4.2.2.4. Composicao Centesimal

A determinacdo da analise centesimal foi realizada na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) (Belem-PA). Neste ensaio, investigou-se residuo
mineral fixo (cinzas), teor de lipideos, proteinas, fibras e carboidratos a partir de 100
g do p6 (AOAC, 1997).

4.2.2.5. Determinacéo da Atividade de Agua

A atividade de agua (Aw) foi realizada no equipamento Aqualab Dew Point Water
Activity meter 4TEV. A amostra (7mg) foi colocada no equipamento para realizacao
da analise (ROA e DAZA, 1991). O resultado foi determinado de acordo com a
Equacéol:

P
aw:. — (1)
PO

P= Presséo vapor da agua no material

Po= Presséo vapor da agua pura

4.2.2.6. Obtencdo do Perfil Espectroscopico na Regido do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FT-IR)

Uma pastilha foi preparada com 1 mg do p6 e 99 mg de KBr. A mesma foi
inserida no equipamento de infravermelho. Para obtencdo do perfil espectroscopico
na regiao do infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) (Shimadzu IRPrestige-
21®). Os parametros utilizados na andlise foram: faixa de absor¢do de numero de
ondas de 4000 — 400 cm, com resolucdo de 2 cm™ e nimero de varredura de 20
scans (SILVA JR. et al, 2006).

4.2.2.7. Determinacéo do Perfil Termogravimétrico

A obtencédo da curva de termogravimétrica (TG) do pé do residuo de ucuuba foi
obtida em termo balanca TGA-50, Shimadzu. No cadinho de aluminio pesou-se
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aproximadamente 9 mg da amostra, a qual foi submetida a atmosfera dindmica de
nitrogénio com fluxo de 50 mL/min e na faixa de temperatura de 25 a 600°C e razao
de aquecimento de 10°C/min. Os resultados obtidos forma analisados no software TA-
60W Shimadzu (COSTA et al; 2011).

4.2.3. OBTENCAO DO EXTRATO HIDROFILICO

A tintura foi obtida em temperatura ambiente por meio do método de percolacéo
(Zéetola et al, 2002) com adaptacbes: proporcdo amostra solvente e proporcao
etanol/agua do solvente extrator. Cerca de 200 g do p6 foi colocado em contato com
o liquido extrator etanol/agua (70:30, v/v), na razdo de 1:10, totalizando 2L de tintura.
A percolacao foi realizada pelo método de gotejamento constante do solvente (20
gotas por minuto) até o esgotamento da amostra.

O extrato concentrado foi obtido em rotaevaporador (Heidolf- modelo Laboreta
4000), com condi¢des de temperatura e rotagcdo monitoradas (40°C e 40 rpm) até a
evaporacao do solvente. Foram transferidas aliquotas de 5 mL do extrato concentrado
para recipientes de vidro e submetidos a congelamento (- 20°C) e posteriormente
foram liofilizadas usando o liofilizador (LIOTOP - modelo 101). O tempo de liofilizag&o
foi em torno de 72 horas.

4.2.4. OBTENCAO DO EXTRATO LIPOFILICO

O extrato lipofilico foi obtido através do método de maceracao dindmica (Buriol
et al, 2009) com o auxilio da placa magnética (Fisatom — Mod. 752A), no qual 5 g de
po do residuo de ucuuba foi transferido para um béquer e colocado em contato com o
solvente 6leo de soja (SIOL®) em um béquer na razéo 1:10 totalizando 50 mL. O
bequér foi coberto com papel aluminio para evitar a exposicdo do extrato a luz
ambiente. A mistura 6leo e po6 ficou em maceracao durante 5 dias, ap0s esse periodo

foi obtido o extrato lipofilico sendo em seguida armazenado em geladeira.
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4.2.5. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO HIDROFILICO E
LIPOFILICO

4.2.5.1. Determinagéo da Densidade Aparente

A densidade aparente foi realizada conforme a Farmacopeia Brasileira (5°
edicdo, 2010), utilizando o método do picnémetro. Pesou-se o picnémetro (5 mL) vazio
e em seguida, ele foi preenchido com agua recém destilada e pesado novamente. Por
fim, transferiu-se o extrato hidrofilico de uctuba para o picnébmetro e o pesou. O
mesmo procedimento foi realizado para o extrato lipofilico. A densidade aparente foi
calculada pela razdo entre a massa do extrato e a massa da agua. A analise foi feita

em triplicata a temperatura de 25° C.

4.2.5.2. Determinacgéo de pH

A medida do potencial hidrogeniénico do extrato hidrofilico e lipofilico foi
realizado no potenciémetro (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 9321). O mesmo foi
calibrado com solucdes de tampédo pH 4,0 e 7,0. O resultado foi realizado através da
média das triplicatas (Farmacopeia Brasileira 5° edi¢do, 2010).

4.2.5.3. Determinacéo do indice de Acidez

Para a realiza¢do da determinacao do indice de acidez foram pesadas 29
do extrato hidrofilico e transferidas para erlenmeyer, onde foram adicionados
50 mL de agua destilada e trés gotas do indicador fenolftaleina. Ja para o extrato
lipofilico foram adicionados 2g do mesmo em um Erlenmeyer e adicionado 25
mL da mistura éter etilico: alcool etilico (2:1), 3 gotas de do indicador
fenolftaleina, sendo homogeneizado. A titulagcao dos dois extratos foi realizada com
a solucdo de hidroxido de sddio a 0,1 M até as amostras apresentarem a
coloracédo rosea e permanecer por 30 segundos. Os resultados foram obtidos
seguindo a Equacéo 2 (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

V x fx 100/ P x ¢ = % de acidez em solu¢cado molar (v/m) (2)
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No qual:
V =ne de mL da solugéo de hidroxido de potassio (KOH) 0,1 M gasto na titulagéo
f= fator da solucéo de KOH 0,1 M

P= N° de g da amostra usado na titulacao
C= correc¢dao para solucdo KOH 1 M, 10 para solu¢cdo KOH 0,1 M e 100 para solucao
KOH 0,01 M.

4.2.5.4. Determinacédo de Umidade

Foi determinado seguindo a metodologia do item 4.2.2.3.

4.2.5.5. Obtencdo do Perfil Espectroscopico na Regido do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FT-IR)

Colocou-se um 1 mg do extrato hidrofilico liofilizado no suporte ATR no
espectroscopio para leitura. O mesmo procedimento foi realizado para o extrato
lipofilico. O aparelho utilizado para obtencéo do perfil espectroscopico na regiao do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Shimadzu IRPrestige-21®. Os
parametros utilizados na andlise foram faixa de absor¢do de niumero de ondas de 400

— 4000 cm, com resolugéo de 2 cm e nimero de varredura de 20 scans.

4.2.5.6. Determinacéo do Perfil Termogravimétrico (TG)

Foi determinado seguindo a metodologia do item 4.2.2.6 para 0 extrato

hidrofilico liofilizado e extrato lipofilico.

4.2.6. DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS DO EXTRATO HIDROFILICO

A determinacdo de polifendis foi realizada utilizando o espectrofotbmetro na
faixa do UV-Vis (espectofotdmetro Shimadzu UV 1800) utilizando o reagente o Folin-
Ciocalteau (Aliakbarian et al, 2012). Uma aliquota (100uL) de extrato hidrofilico

concentrado de ucuuba foi diluida 50 vezes em agua destilada. 1g do extrato
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hidrofilico liofilizado foi dissolvido em 1mL de agua destilada e em seguida foi diluido
10 vezes (500 pL). Em seguida, os extratos hidrofilicos concentrado e liofilizado
foram diluidos e misturadas com hexano na proporcao 1:2 respectivamente, para
retirada da gordura presente no extrato. A mistura gerou duas fases, o precipitado e
0 sobrenadante. Este ultimo foi transferido para o tubo de ensaio e adicionado 2,4
mL de agua destilada. O meio reacional foi composto por 0,1 mL de amostra, 0,25
ml de Folin — Ciocalteau 2N, 0,5 mL de solucao saturada de Na>COz e 1,75 mL de
agua destilada, totalizando o volume final de 5 mL, a reacéo teve a duracéo de 1 hora
ao abrigo de luz. Apds esse tempo o0 branco constituido apenas de agua e as
amostras foram submetidas a leitura no espectofotdbmetro com comprimento de onda
725 nm, e os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico por grama
(EAG mg/q).

4.2.7 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES DO EXTRATO HIDROFILICO

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada de acordo o método de
Nunes et al (2001). A técnica consiste na capacidade dos flavonoides absorverem
radiacao eletromagnética na faixa do Ultra Violeta (UV), no comprimento de onda de
350 nm. As amostras de extrato concentrado e extrato liofilizado de ucuuba foram
diluidas 70 vezes e 4 vezes respectivamente. A agua foi utilizada como branco para
calibrar o espectrofotometro (Shimadzu UV 1800). A curva padrao foi preparada com
padrao de rutina utilizado nas seguintes concentragdes: 5; 10; 15; 20 e 25 pg/mL. Os
ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em

equivalente de rutina (mg ERT/g).

4.2.8. DETERMINACAO DE CAROTENOIDES DO EXTRATO LIPOFILICO

A concentracdo de carotenoides totais foi avaliada pelo método
espectrofotométrico UV/Vis (Shimadzu UV 1800), segundo Goula et al (2016). Um
grama de extrato lipofilico foi pesado e dissolvido em hexano até um volume final de
4 mL. O conteudo de carotenoides foi calculado a partir do valor de absorcéo (A), da
solucdo de 6leo em 470 nm e o coeficiente especifico para o B-caroteno, Eo = 2590,
d = diluicdo da amostra. Os resultados foram realizados em triplicata e expressos em

Hg carotenoides/ g, seguindo a equacao (3) abaixo.
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C= A x 108/ 2590 x 100x d (3)

4.2.9. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO
HIDROFILICO E LIPOFILICO

Para a realizacdo das analises antioxidantes a amostra passou por uma
preparacao, onde 1g de extrato oleoso foi pesado e posteriormente foi adicionado 5
mL de etanol e homogeneizado no vortex (Vixar) por 15 minutos. Foram obtidas duas
fases o precipitado e o sobrenadante sendo este ultimo armazenado em frasco ambar
na temperatura de 8° C. A fracdo obtida que foi utilizada para a realizacdo das
andlises de DPPH e ABTS.

4.2.9.1. Determinacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método de captura do
radical ABTS

A solucao reagente foi obtida por meio da mistura de 25 mL de solu¢do aquosa
de ABTS (7mM) e 440uL da solucdo aquosa de persulfato de potassio (140mM). A
solucéo reagente foi mantida no escuro por 16 horas, apés transcorrido esse tempo a
solucéo foi diluida com agua destilada até obter a absorbancia aproximada de 0,7 em
734 nm usando espectrometro Shimadzu UV 1800.

A leitura do extrato hidrofilico concentrado, liofilizado e extrato lipofilico
foram realizadas apos as diluicdes de 50, 10 e 5 vezes respectivamente. O meio
reacional foi obtido por meio da adicdo de 150uL da amostra em 3 mL da solucao
reagente de ABTS e mantido ao abrigo de luz. Apds o tempo de 2 minutos de reacao,
foram realizadas as leituras das amostras. Agua destilada foi utilizada como branco
para a calibracdo do espectrofotbmetro. Para constru¢do da curva padrdao foram
preparadas concentracfes de 75 a 175 pM/L do padréo Trolox. A analise foi feita em
triplicata e os resultados foram expressos em pM equivalente de Acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) por grama de amostra (Re et al, 1999).
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4.2.9.2. Determinacgéo da atividade antioxidante in vitro pelo método de Reducéo do
Radical DPPH

Na execucdo deste ensaio as amostras extrato hidrofilico concentrado,
liofilizado e extrato lipofilico foram diluidas 50, 10 e 5 vezes respectivamente. O meio
reacional foi constituido de 75 uL das amostras diluidas, transferidas para cubetas de
vidro, e adicionado 2925 uL da solucéo radicalar de DPPH em metanol (solucéo de
DPPH 25 mg/L) totalizando o volume de 3 mL. Durante os 30 minutos de reacéo as
amostras ficaram protegidas da luz, a leitura das amostras apos o tempo de reacdo
foi realizada em 515 nm. O metanol foi utilizado como branco, para calibrar o
espectrofotometro Shimadzu® UV 1800. O ensaio foi realizado em triplicata e os
resultados foram expressos em equivalente de uM Trolox por litro de amostra (Brand-
Williams,1995 adaptado por Tepe e Sokmen, 2007). Foi realizada a capacidade de
sequestrar radical expressa como percentual de inibicdo dos radicais livres de acordo

com a equacao 5, apenas para o extrato hidrofilico.

% inibicdo = (Abs controle — Abs amostra) / Abs controle (4)

4.2.10. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA PARA OBTENCAO DE
CIM E CBM DO EXTRATO HIDROFILICO E LIPOFILICO

4.2.10.1. Microrganismos utilizados e manutencao das cepas

Para a realizacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de
referéncia ATCC (American Type Culture Collection - ATCC) dos micro-organismos
Gram-positivo (Staphylococcus aureus ATCC 6538) e Gram-negativo (Escherichia coli
ATCC 8739), obtidas a partir da colecdo do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ — Rio de Janeiro).
As mesmas foram mantidas em &gar nutriente, a temperatura ambiente, no
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do

Para.
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Para a realizacdo dos ensaios, as bactérias foram previamente semeadas em
placas de Petri contendo meio especifico para cada bactéria. S. aureus foi semeado
em meio agar manitol e E. coli em agar macconkey. Apds a semeadura, as placas
foram incubadas a 35°C por 24 horas em estufa para verificagdo do crescimento, para

posterior preparacado dos indculos.

4.2.10.2. Preparo dos in6culos bacterianos

Para o preparo dos inéculos bacterianos foram utilizadas cepas de S. aureus
(ATCC 6538) e E. coli ATCC (8739). A obtencéo dos inoculos seguiu a norma M7-A8
vol. 29 n° 2 da “Metodologia dos testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos
por Diluicdo para Bactéria de crescimento Aerdbico”.

Apbés o periodo de incubagdo, 3 a 4 colbnias dessas bactérias foram
selecionadas e transferidas para tubo estéril contendo 1 ml de meio caldo Mueller-
Hinton. Quando necessario, foi realizado os ajustes para o alcance da concentragédo
desejada de aproximadamente 1x108 UFC/ml, sendo compativel com a escala 0,5 de
Mc Farland. Em seguida, foi realizado a incubacao dos tubos, cada um contendo a
concentracdo do inéculo 1x108 UFC/ml por 1 hora para alcancar o crescimento
exponencial das bactérias. ApGs esse tempo, diluicbes seriadas foram realizadas até

a obtencao do inoculo 1x103 UFC/ml.

4.2.10.3. Teste de microdiluigao

O método empregado foi microdiluicdo em placa de 96 pocos (ALVES et al
2008). Os extratos foram diluidos com solvente DMSO para a realizacéo dos testes.
Apés a diluicdo,100uL de cada concentracao foi adicionada em pocos das microplacas
juntamente com 100puL de inéculo bacteriano (1x10% UFC/mL), obtendo as diferentes
concentracdes por poco da placa. Cada ensaio foi realizado em duplicada para cada
concentracdo de extrato acima descrita e cada bactéria testada. Como controle
negativo foi utilizado o DMSO (solvente) e para controle positivo o cloranfenicol
(antimicrobiano comercial) contra bactérias gram-positivas (250 pg/mL) e a penicilina-
estreptolisina para bactérias gram-negativas (10000unit/10mg). Ao final deste

processo a microplaca foi incubada a 35°C por 24 horas.
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4.2.10.4. Obtencao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Para a obtencdo de CIM sera utilizado o parametro da mudanca de coloracao
obtida no teste colorimétrico utilizando a resazurina (MONTEIRO et al 2012). A
resazurina € um corante que apresenta uma coloragao azul, utilizado como referéncia
em testes para verificar a viabilidade de células, na presenca destas, sofre uma
reducao, sendo transformada em resofurina e mostrando uma coloragéo rosa (ALVES
et al 2008; MONTEJANO et al 2005).

ApoOs o termino do tempo de incubacdo na microplaca foram acrescentados
15uL de resazurina a 0,01% em cada poco, para identificacdo da CIM. Um periodo de
3 horas serd necesséario para a reacdo com a resazurina. A interpretacdo dos

resultados foi observada visualmente.

4.2.10.5. Obtencao da concentracao bactericida minima (CBM)

A CFM sera obtida a partir da técnica de contagem de unidade formadora de
colonia (UFC). Esta metodologia sera realizada apés a técnica de microdiluicdo em
microplacas, no qual se obteve o CIM, conforme descrito acima.

Para a obtencdo do CBM, 10uL de cada poco contendo diferentes in6culos
bacterianos e extratos com resultados efetivos de atividade antimicrobiana serao
semeados em placas de petri contendo Agar Miller Hinton (AMH), em seguida
incubados por mais 24 horas a 37°C para posterior leitura das UFC e obtencéo da
concentracéo capaz de matar pelo menos 99 a 100% dos micro-organismos. Todos
0s ensaios foram realizados com o controle positivo, o antimicrobiano comercial
cloranfenicol foi utilizado em bactérias gram-positivas na concentracéo de 250 pg/ml,
ja para bactérias gram-negativas, penicilina-estreptolisina foi o antibiotico de escolha

para controle de positivo, na concentragdo 10000unit/10mg.

4.2.11. ATIVIDADE CITOTOXICA DO EXTRATO HIDROFILICO

4.2.11.1. Obtencdao e cultivo das células

A linhagem de macroéfagos peritoneais de camundongos J774.A1 foi cedida

pelo Laboratério de Neuroquimica Molecular e Celular, do Instituto de Ciéncias
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Biol6gicas da Universidade Federal do Pard. Os macrofagos foram mantidos em
garrafas de cultivo celular em meio DMEM suplementado com SFB 10%, penicilina
(100 UI/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), em estufa a 37 °C e 5% CO..

O repique é realizado quando se observa 80% de confluéncia celular utilizando
tripsina/EDTA a 0,05%. ApoOs adicdo da tripsina/EDTA, as garrafas com os
macréfagos foram colocadas em estufa a 37 °C e 5% CO2 por 5 minutos para
tripsinizacdo das células aderentes. Em seguida, foi adicionado soro para inativacao
da tripsina e os macrofagos foram transferidos para tubo de centrifugacéo (15 mL) e
centrifugados por 10 minutos a 2000 rpm. ApGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspenso em 1 mL de meio. Foi realizado contagem em
camara de Neubauer e as células foram plaqueadas com a concentracdo adequada

para o experimento.

4.2.11.2. Método Thiazolyl Blue (MTT)

Este estudo foi realizado no laboratorio de Biologia Estrutural, do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para. O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina) (SIGMA) é um sal tetrazolium, que apos ser clivado
por desidrogenases mitocondriais, € convertido em cristais azuis de formazan sollaveis
apenas em solventes organicos. Os cristais formados apos clivagem séo
impermeaveis as membranas celulares e acumulam-se em células metabolicamente
vidveis (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). Ao adicionar dimetilsulfoxido (DMSO), estes
cristais de formazan sédo solubilizados, sendo o produto final da reacdo lido por
espectrofotometria.

Para realizac&o deste teste, os macréfagos foram cultivados como descrito no
item 4.2.11.1. Em placas de 96 pocos, 1x10® macréfagos foram plaqueados por poco
e submetidos ao tratamento com os extratos liofilizado de uctuba nas concentracdes
de 0.5, 5, 10, 50 e 100ug/mL e com extrato concentrado de ucuuba nas diluigbes de
1:80, 1:40, 1:20, 1:10 e 1:1, por 24 horas em estufa a 37°C contendo 5% de CO2.
Apés esse periodo, foi retirado o sobrenadante, os pocos foram lavados com PBS pH
7.2 para em seguida foi adicionado 0,5 mg/mL de MTT diluido em PBS pH 7.2 para
incubacédo a 37°C em estufa contendo 5% de CO2 por 3 horas.

Apo6s incubagdao com MTT, o sobrenadante foi retirado e 200 uL de DMSO foi
adicionado em cada poc¢o para solubilizacéo dos cristais de formazan com incubacéo
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em placa agitadora por 10 minutos. Posteriormente, a solucéo final foi lida em
espectrofotometro (BIO-RAD Model 450 Microplate Reader) com comprimento de
onda de 570 nm. O controle negativo utilizado foi células mortas com solucéo de
formol a 10% em PBS. O CCso para os macrofagos foi determinado utilizando o

programa SigmaPlot (version 12).

4.2.12. VALIDACAO E QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS MAJORITARIOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) PRESENTES DO
EXTRATO HIDROFILICO.

A validacéao do marcador do extrato hidrofilico do residuo de uculba, seguiu a RE

899/23 (ANVISA, 2003), que trata da validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos.

A andlise foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia (Agilent 1260
infinity) acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos (UV/visivel) (Agilent 1260
infinity), com célula eletroquimica (Agilent 1260 infinity). A coluna utilizada foi uma
XDB C18, 4,6 x 250 mm, com 5um de tamanho de particulas. A separacédo das
amostras foi feita com fluxo constante de 0,8 mL/min, com um volume de inje¢céo de
10 pL do padréo e 20 uL de amostra e a temperatura da coluna 40°C. O sistema
eluente utilizado foi um gradiente (Tabela 2) com os seguintes solventes: agua acida
(A) e metanol (B).

Para realizacéo da analise de identificacdo do marcador por CLAE foi adaptado o
método de lacopini et al (2008). Os marcadores utilizados foram catequina,
epicatequina, quercetina, rutina, acido vanilico, acido chiguimico e acido caféico,
porém apenas foi identificado o acido caféico na amostra. Foi utilizado comprimento

de onda na faixa de 210 a 600 nm.



37

Tabela 2: Condi¢cdes do método - sistema gradiente da fase mével aplicada para identificacédo e
validacdo do marcador acido caféico.

Tempo (min) Solvente A (agua acida) Solvente B (metanol)
0 90 10
5 90 10
7 75 25
9 50 50
24 50 50
27 90 10

Parametros de Validacao:

a) Linearidade

Esse parametro foi realizado a partir da solucdo padrdao de 1mg/ mL de &cido
caféico solubilizada em metanol. Foram construidas trés curvas analiticas a partir da
solucdo padrédo com concentragbes de 2; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL, com a
finalidade de avaliar a relacéo linear entre a concentragéo do analito e as absorbancias
obtidas. Os resultados obtidos foram plotados em um gréfico de concentracdo versus

absorbancia da amostra obtendo o r? e o coeficiente de correlacdo da curva analitica.

b) Seletividade

Se trata de um parametro qualitativo, onde é importante demonstrar a
capacidade de selecdo do método, a partir da identificacdo do analito no meio de
outros compostos.

Para realizacdo dessa analise foi injetado no cromatografo a amostra extrato
hidrofilico, o padréo de acido cafeico e a amostra contaminada com padréo para

confirmar a presenca do mesmo na amostra estudada.

c) Precisao

E o parametro que busca avaliar a proximidade entre os resultados de uma
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série de medidas. Para avaliar a precisdo do método foi utilizada a precisao por
repetibilidade, sendo analisada a partir de 6 determinacdes de concentragao
tedrica de 50 pg/mL. Os resultados foram expressos por meio do coeficiente de

variacdo (CV) (Equacéao 5).

CV (%) = Desvio padrao 100 (5)
(%) = Concentracao média determinadax

d) Exatidao

E quando o método analitico apresenta proximidade de seus resultados com o
valor real, utilizando o mesmo método de estudo. Foram avaliados 3
concentracbes 2; 12,5 e 50 pg/mL em triplicata. Os resultados foram expressos

seguindo a equacéo (6) abaixo.

Concentracao média experimental (6)
R(%) = x100
Concentracao teorica

e) Limites de Deteccdo e Quantificacao

O limite de deteccao (LD) é a menor quantidade de um analito presente em
uma amostra que pode ser detectado e o limite de quantificacdo (LQ) € a menor
guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao e

exatidao. Os resultados foram calculados a partir das equacdes abaixo (7 e 8).

D = DPa x 3
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:DPaxB (8)
IC

DPa = desvio padréao do intercepto com o eixo y de trés curvas de calibracéo.
IC= coeficiente angular da curva analitica.
f) Robustez
Nesse parametro avalia a capacidade do método de resistir a variacbes dos

parametros analiticos. A robustez foi avaliada através da leitura da concentragédo
de 50 ug/mL em triplicata, alterando a temperatura do método desenvolvido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Processamento e caracteriza¢cdo do residuo de ucuuba

5.1.1. PO OBTIDO DO PROCESSAMENTO DO RESIDUO DE UCUUBA

O residuo foi coletado logo apds a prensagem das améndoas para evitar
maiores contaminacdes. A realizacdo do processo de secagem, apos a obtenc¢éo do
residuo foi fundamental, pois pode favorece o processo de conservacao e estabilidade
dos biocompostos uma vez que diminui a possibilidade de contaminacdo por
microrganismo, degradacdo enzimatica e oxidativa. O po (Figura 7) obtido apds o
processo de moagem do residuo de ucuuba.

Figura 7: P6 do residuo de Virola surinamensis, apds processo de secagem e pulverizagéao.

O reaproveitamento dos residuos oriundos de processos agroindustrias vem se
destacando, principalmente os residuos oriundos da industria de alimentos, pois parte
da polpa e sementes sao desperdicados. Pensa-se que o0 reaproveitamento dos
mesmos evitaria a contaminacdo do meio ambiente, bem como agregaria valor ao
produto. Logo as agroindustrias tém buscado alternativas para reduzir esse descarte
inapropriado e a utlizacdo dos mesmos como potencial matéria prima no

desenvolvimento de novos produtos (UCHOA et al, 2008).
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5.2 Caracterizacdao fisico-quimica do p6 obtido do residuo da ucuuba
5.2.1. DETERMINACAO DE DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA

Com base na Farmacopéia Brasileira 5° edi¢cdo (2010), a determinagédo de
distribuicdo granulométrica (Figura 8) o po6 foi classificado como muito grosso. A
granulometria € uma determinacdo necessaria para o controle de qualidade de
produtos de origem vegetal. Pois esse parametro esta atrelado a superficie de contato
e espessura das particulas em contato com o solvente, sendo um dos fatores que
pode influenciar no processo de extragdo, uma vez que, quanto mais grosso o po,
menor a capacidade do solvente de penetrar nas particulas do p6é diminuindo a
eficiéncia de extracdo, outros fatores como a porosidade do p6 e a sua constituicdo

também pode influenciar no processo extrativo (Nunes et al., 2005).
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Figura 8: Distribuigdo granulométrica do p6 do residuo da Virola surinamensis.

5.2.2. DETERMINACAO DO INDICE DE INTUMESCIMENTO DO PO E TEOR DE
SOLIDOS

O valor de intumescimento obtido nesse trabalho foi de 3 + 0,00 mL este
resultado sugere que as particulas do pé absorvem pouco liquido, o0 que era esperado

uma vez que o po foi classificado como muito grosso (SOUZA, 2014). Esse parametro
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importante no processo de extracdo por percolacdo, uma vez que, fornece a
informacdo a respeito da quantidade de solvente necessario para o0 processo extrativo

por percolacao.

5.2.3. DETERMINACAO DE UMIDADE DO PO

O teor de umidade encontrada para o po de ucuuba foi de 6,73+0,05% estando
de acordo com o limite aceitavel de agua estabelecido pela Farmacopeia Brasileira 5°
edicdo (2010), que varia de 6 -15%. Uchoa et al (2008) ao estudar os residuos de
frutas tropicais como o caju, obtiveram o valor de 6,62%, resultado muito semelhante
ao obtido nesse estudo. A umidade elevada proporciona condi¢cdes desfavoraveis
para conservacdo de alimentos, pois afeta a seguranca, qualidade e propriedades
fisicas dos produtos vegetais, ja que a partir da quantidade de agua encontrada na
matéria prima vegetal pode-se prever as condi¢cdes de armazenamento e secagem,
matéria prima quando muito higroscopica pode absorver agua através da umidade do
ar, 0 que pode levar a perda do material por contaminacdo microbiana/fungica ou
mesmo, até a degradacdo (MICHELIN et al, 2008).

O valor de atividade de agua obtido foi de 0,403 inferior a 0,610 — 0,700 que é
a faixa onde ocorre deterioracdo através da presenca de fungos. A Food and Drug
Administration (FDA) define que alimentos e medicamentos que possuem atividade
de agua inferior a 0,850, tem risco reduzido de crescimento de microrganismos
patogénicos e por consequéncia vao apresentar maior tempo de prateleira (FDA;
DITCHFIELD, 2000).

5.2.4. COMPOSICAO CENTESIMAL

Ao avaliar os resultados de composicdo centesimal do p6 do residuo de
ucuuba, foi possivel observar que 0 mesmo apresenta quantidades significativas de

macronutrientes (Tabela 3).
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Tabela 3: Determinacdo da composicéo centesimal do p6 de ucuulba.

Amostra Ensaios X (%) =+ DPR
Cinzas 9,33+0,02
Fibras 11,67 £ 0,73
P6 do residuo Lipidios 16,67+ 0,36
(Uculba) )
Proteinas 38,32 £ 0,19
Carboidratos* 30,56

Dados expressos como média da triplicata + desvio padrao relativo; X = média dos resultados
independentes; DPR= desvio padréo relativo; (*) Calculado por diferenca.

Um estudo de composi¢cdo centesimal realizado para a semente de ucutba por
Carneiro e colaboradores (2015), apresentou resultados (Tabela 3) de cinzas (2,1%)
e proteinas (38,32 £ 0,19) inferiores ao obtido para o p6 do residuo de ucuuba. O teor
de fibra (11,67 + 0,73%) obtido nesse estudo foi semelhante ao encontrado para o
bagaco de caju (9,92+0,4%) por Uchoa e colaboradores (2008). Os alimentos ricos
em fibra podem auxiliar na prevencgéo de doencas gastrointestinais, pois desempenha
funcdes importantes no metabolismo de lipidios e carboidratos, promove absor¢céo
mais lenta dos nutrientes, fornece a sensacdo de saciedade ao organismo, dessa

forma apresenta potencial para o desenvolvimento de produtos alimenticios.

O residuo de ucuuba apresentou carboidrato (Tabela 3) superior ao obtido para
semente de maracuja (8,30%) (UCHOA et al, 2008). O teor de lipidios obtido nesse
estudo foi abaixo que o encontrado por Carneiro e colaboradores (2015) para a
semente de ucuuba (40,5%), 0 que era esperado, uma vez que o residuo é gerado
apos 0 processo extrativo da gordura. Os lipidios representam a por¢éo calérica e
energética dos frutos, as partes do fruto como casca, carogo e semente costumam
concentrar elevado teor desse macronutriente, o residuo de ucuuba é oriundo do
processo extrativo da gordura, mostrando que mesmo ap0s esse processo ainda
possui quantidade expressiva de lipidios (FERNANDES et al, 2008; MARQUES et al,
2010). As frutas apresentam quantidade expressivas de carboidrato, mas no geral néo
sdo grandes fontes de proteinas, mas podem ainda estar presente na casca e
semente dos frutos (SOUZA et al, 2011).
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A quantidade significativa desses macronutrientes no residuo de ucuuba revela
gue esta matéria prima, até entdo descartada, possui potencial para o
desenvolvimento de racdo animal, ou até mesmo podendo ser incorporado na dieta
humana, além de seu aproveitamento contribuir para a redu¢éo do acumulo de lixos

agroindustrial.

5.3. Obtencéo e caracterizagdo do extrato hidrofilico e lipofilico

5.3.1. DENSIDADE RELATIVA, ACIDEZ, PH E TEOR DE SOLIDOS DO EXTRATO
HIDROFILICO

Apbs o processo de percolagdo, o extrato foi concentrado (Figura 9) até a
méaxima evaporacao do solvente. A cada 200g de p0, foi obtido 17,789 de extrato seco

por liofilizacdo, calculando rendimento de 8,89% (Figura do extrato hidrofilico

concentrado).

>
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Figura 9: Extrato hidrofilico concentrado do pé obtido do residuo da Virola surinamensis .

A densidade obtida nesse trabalho para o extrato hidrofilico do residuo de
ucuuba foi de 0,994+0,01 (Tabela 2), sendo préoximo ao obtido por Souza (2014) para
o extrato hidroetandlico das cascas de ceville que foi de 1,02. Esse parametro é
fundamental para a estabilidade e qualidade do processo de preparacédo do extrato

vegetal.
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Na Tabela 4 encontramos o valor de pH (5,17 =0,01) e acidez (1,78%0,01
mgKOH/g) sdo um dos fatores que contribuem para que o extrato estudado tenha
menor possibilidade de contaminacdo microbiana. A presenca da acidez em uma
substancia € favoravel a conservacao da mesma, uma vez que dificulta a proliferacéo
de microrganismos. O pH também pode atuar como indicador de possiveis alteracdes
guimicas das substancias extraidas, pois € um dos provaveis indicador da estabilidade
de varias substancias presentes no extrato vegetal (LONGHINI et al, 2007; UCHOA et
al, 2008; SOUZA, 2014).

Tabela 4: Caracterizacao fisico-quimica do extrato concentrado obtido através do

extrato de ucuuba.

Amostra Ensaio indice (X (%) + DPR)
Densidade relativa 0,994+0,01
Extrato Acidez (mg KOH/qg) 1,7+0,1
concentrado
pH 5,17+0,01

Dados expressos como média da triplicata + desvio padrao relativo; DP=

5.3.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO LIPOFILICO

Apbs o processo de extracdo do residuo de ucuuba utilizando éleo de soja, 0
extrato obtido passou a ser denominado de extrato lipofilico (Figura 10). O extrato
oleoso foi filtrado para realizacdo dos ensaios de carotendides e atividade

antioxidante.
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Figura 10: Extrato lipofilico proveniente do p6 de Virola surinamensis

O uso de solventes a base de petrdleo apresenta riscos para saude. Assim, 0
uso de solventes verdes como 0s Oleos vegetais vem atuando como alternativas
viaveis para o0 processo extrativo, pois reduzem os riscos para a saude e sao seguros
para 0 meio ambiente por se tratarem de fontes renovaveis (LI et al, 2013).

O extrato lipofilico foi caracterizado em relagdo aos parametros fisico-quimicos
para o controle de qualidade do extrato, como densidade relativa e acidez (Tabela 5).

Tabela 5: Caracterizacao fisico-quimica do extrato oleoso do residuo de uculba

Amostra Analises Resultado + DP
Extrato Lipofilico Densidade (g/mL) 0,89 £ 0,001
indice de acidez (mgKOH/q) 1,8+0,28
Oleo de soja Densidade relativa (g/mL) 0,916*
indice de acidez (mgKOH/qg) 0,3*

Dados expressos como média da triplicata + desvio padréo relativo. (*) Fonte: ANVISA - sobre o

Oleo de soja.

A densidade relativa encontrada para o residuo de ucuuba foi de 0,89 + 0,001
(Tabela 5). Por se tratar de um extrato utilizando como solvente 6leo vegetal ndo
possui densidade descrita na literatura, foi observado que a densidade se manteve
bem proxima a densidade do 6leo de soja (0,916 g/mL) utilizado. Com bases nesses
resultados, considera-se que o contato do coproduto de ucutuba com o 6leo durante o
processo extrativo ndo apresentou grandes alteracbes em relagcdo a densidade,
estando de acordo com o valor estabelecido pela ANVISA (ANVISA, 1999).

O indice de acidez (Al) foi de 1,8 + 0,28 mgKOH/g (Tabela 5). Apesar de nao

encontrar especificacdes na literatura para esse tipo de extrato, tem-se que o do
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extrato oleoso de ucuuba foi bem mais elevado que o do 6leo de soja. Este IA esta
préximo ao estabelecido pela ANVISA para o 6leo de castanha do Brasil que pode ser
no maximo 4 mgKOH/g (FERREIRA et al, 2006; ANVISA, 1999). Indicando que o
extrato oleoso do subproduto de ucuuba atende as especificacbes de controle de

qualidade e conservacdo com base nos parametros de densidade e acidez.

5.3.3. ESPECTROSCOPIA DA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) DO PO E DO EXTRATO HIDROFILICO
LIOFILIZADO

Ao se analisar as principais bandas de absorcdo obtidas pela FTIR do po6 e do
extrato liofilizado do subproduto de ucuuba, foi possivel identificar grupos funcionais
(Tabela 6) caracteristicos das bandas de absorcdo obtidas, e assim, conhecer um
pouco sobre o perfil da amostra estudada. Os espectros do FTIR do p6 e do extrato
liofilizado de uculba encontram-se na Figura 11, que foi possivel observar bandas
das respectivas amostras, conforme apresentadas na Tabela 6.

10 P6 de ucuuba
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Figura 11: Espectro de absorgdo do FTIR do p6 e extrato liofilizado do residuo de uculba.
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Tabela 6: Bandas de FTIR do po6 e extrato liofilizado do residuo de uculba.

Numero de Grupo Funcional
Ondacm
2920 -C-H vibracao de deformacao axial
2932 -C-H vibracao de deformacao axial
2851 -C-H vibracao de deformacéao axial
2357 N-H vibracdo de deformacao axial
1742 C=0 deformacéo axial carbonila
1660 C=C deformacéo axial do anel
1600 C=C deformacéo axial do anel
1245 =C- H vibracdo harmdnica de deformacao angular
1180 -C-0 vibracéo de deformacéo axial de alcoois e fendis
1037 C(=0)-0O deformacgéo axial

A Figura 11 mostra as bandas de absorcdo 2920 cm™* e 2851 cm™ do p6 e
2932 cmt e 2851 cm? do extrato liofilizado que séo referentes a estiramentos dos
hidrocarbonetos (-C-H). O p6 e o extrato liofilizado apresentaram a banda de absorcéo
2357 cm, sugestivo de grupamento anima. A banda de absorcdo 1742 cm™ (Tabela
6) presente no po é atribuida ao estiramento da carbonila, que esta relacionada
possivelmente ao grupo dos polifendis e carboidratos (MELO, 2015). Houve
estiramento nas bandas 1660 cm™ e 1600 cm™ do pd e do extrato caracteristico de
deformacéo axial do anel (C=C). O extrato apresentou banda de absor¢do 1245cm*,
caracteristica de vibragdo harménica angular (£C- H). O p06 e o extrato apresentaram
respectivamente bandas de intensidade 1180 cm™ e 1037 cm, caracteristicas da
deformacéo axial (-C-O) e (C(=0)-0) sugestivo de alcoois e fenois (SILVA JUNIOR et
al, 2006; SILVERSTEIN et al, 2007). Contudo, por se tratar de um extrato vegetal e

apresentar grupamentos complexos em sua constituicdo, torna-se dificil obter
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informacdes mais conclusivas sobre os grupamentos quimicos das substancias de

interesse.

5.3.4. ESPECTROSCOPIA DA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) DO PO E DO EXTRATO LIPOFILICO

O espectro do FTIR do extrato lipofilico (Figura 12) € semelhante ao do 6leo de soja
(Figura 12), ambos possuem as mesmas bandas de absorcéo (Tabela 7). Ao realizar
a comparacéo o FTIR do p6 do coproduto de ucuuba (Figura 13) com o extrato oleoso
pode-se supor que a presenca do pé durante o processo extrativo ndo alterou o FTIR
do 6leo como ocorre na extragdo alcodlica (Figura 12). O resultado obtido corresponde
ao do 6leo de soja como o obtido no trabalho de Aliske (2010). O 6leo de soja € uma
alternativa de solvente que vem se destacando na extracdo de metabolitos
secundarios, neste trabalho ele ndo apresenta nenhum dado primario por meio da

analise de espectroscopia da regido de infravermelho.
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Figura 12: Espectro de absorcdo do FTIR do extrato oleoso do residuo de uculba e do dleo de soja.
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Tabela 7: Bandas de FTIR do extrato lipofilico do residuo de uculba e do éleo de soja.

Numero de Onda Grupo Funcional
cm?
3009 -C-H vibracdo de deformacéo axial de ligacéo
dupla
2923 -C-H vibracdo de deformacéo axial
2854 -C-H vibracdo de deformacéo axial
1745 C=0 deformacéao axial carbonila (ésteres
alifaticos)
1461 -C-H Deformacé&o angular de
1160 C-0 vibractes de deformacao axial
718 -C-H deformacéo angular simétrica no plano

5.3.5. OBTENCAO DO PERFIL TERMOGRAVIMETRICO (TG) DO PO E DO
EXTRATO HIDROFILICO LIOFILIZADO

A termogravimetria, fornece informacao sobre a variagao de massa da amostra
em funcdo do tempo e da temperatura sob determinadas condi¢cdes atmosféricas,
permitindo avaliar a estabilidade do p6 e do extrato da Virola surinamensis. E uma das
técnicas termoanaliticas mais utilizadas (IONASHIRO e GIOLITO, 1980).

A curva TG do po6 (Figura 13) da Virola Surinamensis apresentou a ocorréncia
de dois eventos caracteristicos de perda de massa. O primeiro evento apresentou a
faixa de 40,14°C a 100,69°C com perda de massa de 4,60% (Tabela 8) quando se
avalia junto ao método gravimétrico (6,73%) os resultados obtidos pode-se supor que
a massa perdida na analise termogravimétrica é referente a perda de agua residual e
evaporacao dos compostos volateis presentes na amostra, podendo avaliar que a
perda de agua pelo método gravimétrico e pela analise térmica sdo compativeis
(COSTA et al, 2011; COSTA et al, 2013).
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O Segundo evento (Tabela 8) ocorreu a partir da faixa de 307,20° C a 387,50°C
com perda de massa de 62,34%, essa grande perda de massa pode estar relacionada

a reacOes sucessivas de decomposicdo de carboidrato e outros componentes
organicos presentes no pé (FREITAS, 2010; OWITI, 2011; COSTA et al, 2013).

Tabela 8: Etapas de perda de massa da curva de TG do po6 e extrato liofilizado da V. surinamensis na
atmosfera de ar sintético.

Amostra T onset T endset % de perda de
massa
P6 da V. 40,14 100,69 4,60%
surinamensis 307,20 387,50 62,34%
Extrato 85,62 104,23 6,62%
Liofilizado da V. 206,51 294,96 37,44%
surinamensis 449,78 475,95 3,73%
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Figura 13: Curva de TG do p6 do residuo de ucutba em atmosfera de nitrogénio.
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Figural4: Curva de TG do extrato liofilizado do residuo de ucutilba em atmosfera de nitrogénio.

A curva de TG do extrato liofilizado (Figura 14), apresentou trés eventos de
perda de massa. O primeiro evento se deu na faixa de 85,62° C a 104,23 (Tabela 8)
com perda de massa de 6,62%, caracteristico de perda de agua superficial e umidade.
O segundo evento apresentou na faixa de 206,51° C a 294,96°C com perda de massa
de 37,44%, esse estagio corresponde a decomposicao térmica de carboidratos e
lipideos. O ultimo evento apresentou a faixa de 449,78°C a 475,95°C com perda
massa de 3,73% evidenciando ainda o processo de degradacdo de matéria organica
(ZHANG et al, 2008, COSTA et al, 2009; COSTA et al, 2013).

5.3.6. OBTENCAO DO PERFIL TERMOGRAVIMETRICO (TG) DO EXTRATO
LIPOFILICO

A curva termogravimetrica do extrato lipofilico (Figura 15) mostrou o
comportamento térmico caracteristico de amostra, onde a mesma apresentou
estabilidade térmica até a temperatura de 327,42°C, a partir dessa temperatura
ocorreram dois eventos de perda de massa. O primeiro evento se iniciou a partir da
faixa de 327,42°C a 349,42°C com perda de massa de 47,70%, indicando 0 processo

de decomposicao térmica de acidos graxos marjoritarios. O Segundo evento 412,26 a
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430,56°C e com perda de massa de 38,65%, que pode ser atribuido a acido graxos
minoritarios de maior massa molar e impurezas que possam estar presentes no
extrato lipofilico. (Sousa et al., 2007; Oliveira et al., 2012; Arbi, et al, 2013; Mag,
Antonio, Muniz, Nidia, & Emmerson, 2015).

Tabela 9: Etapas de perda de massa da curva de TG do extrato lipofilico da V. surinamensis na
atmosfera de ar sintético.

Amostra Tonset Tendset % de perda de
massa
Extrato lipofilico 327,42 349,42 47,70%
da V. 412,26 430,56 38,65%
surinamensis

110 4
100 [
] -3
90 e
~ 80- -2 &
= 1 =~
o 60 ©
£ { Feunes v =l E
) .
5 =T | S
‘é’ 40 --1‘.(:
o T >
o 304 5 =
i [ Q
20 - =
10_- — 8
{|--- DTG i
0 T T T T T T T T T T T T -4
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 15: Curva de TG do extrato oleoso do residuo de ucutba em atmosfera de nitrogénio.
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5.4. Determinagdo de Metabolitos Secundarios — Polifendis e Flavonoides do
extrato hidrofilico

A determinacao de metabdlitos secundarios é fundamental, pois esses vém se
destacando por apresentarem iniUmeras atividades, tais como, acao antiinflamatoria,
antimicrobiana, antifingica, anticancerigena e antioxidante. Os compostos fenélicos
sdo um dos grupos de metabdlitos secundarios que mais se destacam quanto ao
potencial antioxidante.

A Tabela 10 mostra os teores de polifendis e flavonbides do extrato
concentrado e extrato liofilizado do residuo de V. surinamensis. Os valores de
polifendis e flavondides foram expressos em mg/100g de acido galico e rutina,

respectivamente.

Tabela 10:Teores de polifendis totais (PT) e flavondis totais (F) no extrato concentrado e liofilizado de
uculba (Virola surinamensis).

Amostras PT (mg EAG/100g F (mg ERT/100g
amostra seca) amostra seca)
Extrato concentrado 114,04 £ 0,01 49 + 4,6
Extrato liofilizado 806,45+ 1,9 62 + 1,27

Resultados estédo expressos como média da triplicata + desvio padréo relativo; mg EAG = miligramas
de equivalente de acido galico; ERT = equivalente de rutina; as amostras estao relacionadas a
quantidade de massa seca.

Os resultados de polifendis obtidos neste trabalho para o extrato concentrado
de ucuuba foi inferior ao encontrado no residuo de umbuguela (casca, polpa e
semente) e mobim amarelo (casca e polpa) obtiveram 210 e 260 mg EAG/100g de
polifendis totais, respectivamente (SATPATHY, TYAGI, E GUPTA, 2011; TIBURSKI
et al, 2011). Ao avaliar somente a casca do marmelo Stojanovic” e colaboradores
(2017) encontraram valores de 140,1 — 202,9 mg EAG/100g de polifendis totais,
resultados esses semelhantes ao obtido para o extrato concentrado de ucuuba. Ja os
resultados deste trabalho foram inferiores aos achados nas fracdes (casca polpa e
semente) das frutas do cerrado como pequi (ROESLER et al 2007). Os autores
relataram que o extrato hidrofilico das sementes e casca quando comparados as
amostras oriundas da polpa apresentava maior quantidade de polifenéis totais. E
possivel observar com base na comparacdo dos resultados obtidos nesse trabalho



55

com a literatura, que os demais subprodutos obtidos durante o processo extrativo
ainda apresentam substadncias com potencial de uso pela indlstria para o
desenvolvimento de produtos.

Soares et al (2008), em seu estudo sobre os residuos de maca constituido de
casca e semente, determinaram os teores de flavonoides 58,20 + 6,56 (mg CE/100 g),
semelhante ao obtido neste estudo para o residuo de uculba extrato hidrofilico
concentrado e liofilizado, respectivamente de 49 £ 4,6 e 62 + 1,27 (mg ERT/100 Q).
Os frutos, vegetais, flores e folhas apresentam amplamente a presenca de
flavonoides, contudo os resultados evidenciados indicam, que assim como outras
partes do fruto, os flavonoides ainda permanecem no coproduto. Provavelmente, esta
relacionado a classes de flavonoides que ainda se encontram fortemente ligados a
parede celular das sementes (SU et al, 2007; HU et al, 2016). Mas, salienta-se outros
fatores que podem estar relacionados ao processo extrativo estdo temperatura, tempo
de extracao, relacao solvente/ amostra e tratamento da amostra, podendo influenciar
no aumento ou diminuicdo do teor dos flavonoides a partir de amostras oriundas de
coproduto (BERGAMASCHI, 2010; FU et al, 2013).

5.5. Determinacé&o de Metabdlitos Secundéarios — Carotendides totais do extrato
lipofilico

O teor carotendides totais obtido do extrato lipofilico dos residuos de ucuuba
foi de 0,1759 mg de carotendides/100g. Goula e colaboradores (2017) realizaram
estudo semelhante ao desenvolvido nesse trabalho, onde avaliaram a capacidade de
extracdo de carotenoides em casca de roma utilizando 6leos vegetais (0leo de soja e
girassol) como solventes extratores e obtiveram 0,6134 e 0,6715 mg respectivamente
de carotendides/100g de amostra para os dois 6leos utilizados, resultados esses
acima do obtido nesse estudo. No entanto, alguns fatores podem interferir na
determinacao de carotendides como luz e temperatura, pois esse metabdlito tende a
degradar com muita velocidade. A viscosidade do solvente também é um fator
determinante na obtencdo de metabdlito. Logo, quanto maior a viscosidade maior a
dificuldade que o solvente tem de atravessar a matriz o que acaba diminuindo a
eficiéncia de extracédo (RIBEIRO, 2010; GOULA et al, 2017).
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Outro fator fundamental € o processo extrativo. Neste trabalho foi feita a
maceracgao dindamica que teve a duracdo de uma semana. Apesar de ter realizado o
ensaio com todas as prevencdes e medidas de controle supdem-se que possa ter
ocorrido a perda dos metabdlitos presentes na amostra. Como a amostra estudada
se trata de um residuo obtido da semente de uculba a quantidade de carotenoides
presente no mesmo pode ser menor que no fruto. Pois, o processo mecanico sofrido
por esses residuos leva a liberacdo de enzimas que podem oxidar o alimento fazendo
com que os carotendides sejam reduzidos no material estudado (AMAYA-FARFAN,
KIMURA, RODRIGUEZ- AMAYA,; 2008).

5.6. Determinacdo da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS do

extrato hidrofilico

Os resultados de atividade antioxidante pelo método ABTS para o extrato
concentrado e liofilizado foram obtidos os valores de 107,34 uM Trolox/g, 258,15 uM
Trolox/g em base seca, respectivamente (Tabela 11). Ao observar os resultados
verifica-se que o extrato liofilizado apresentou valor mais elevado que o extrato
concentrado, o que se justifica, pois, a amostra passou por um processo de secagem
por sublimacdo tornando- a desidratada e, consequentemente concentrando 0s
metabalitos presentes na amostra (MARQUES, 2008) .

O presente estudo ao ser comparado com os dados da literatura apresentou
resultados inferiores ao obtido por Rockenbach e colaboradores (2008) para bagaco
de uva (378,81 uM Trolox/g). Esparza-Martinez e colaboradores (2016) avaliaram a
atividade antioxidante dos residuos de mandarina (310,21 — 574,71 uM Trolox/g) e
obtiveram valores superiores aos achados nesse trabalho. Embora o residuo de
ucuuba tenha apresentado valores abaixo do relatado na literatura para residuos
vegetais, ainda assim apresentou expressiva atividade antioxidante. Por se tratar de
residuos que ja passaram por outros processos, pode-se obter um resultado que nao
seja elevado e sabido também que o tipo de processo extrativo escolhido pode
influenciar diretamente na obtencdo dos compostos que possuem atividade
antioxidante (IMEH et al, 2002, ROESLER et al, 2007).

Em relacdo a capacidade antioxidante pelo método DPPH para o extrato
concentrado e liofilizado de ucuuba os resultados obtidos foram 286,07+3,1 uM

Trolox/g e 374,33+2,5 uM Trolox/g respectivamente. Ao se comparar os resultados
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obtidos nesse estudo com os dados da literatura, tem-se que Esparza-Martinez e
colaboradores (2016) avaliaram os residuos de mandarina (71,27 a 161,04 pM
Trolox/g) e Pugliese e colaboradores (2013) as sementes de cupuacu (130-153 uM
Trolox/g) que foram inferiores aos obtidos nesse trabalho

A literatura relata que a casca e a semente sao partes da fruta que concentram
majoritariamente a presenca de compostos antioxidantes. O residuo de ucuuba é
obtido a partir do processo de prensagem das sementes, justificando a presenca
dessa atividade antioxidante no residuo. Outro fator que influéncia na eficiéncia da
atividade antioxidante dos extratos vegetais pelo método DPPH € a posicdo do
namero de hidroxilas nas moléculas dos compostos fendlicos. Pois, esses compostos
de acordo com o relatado na literatura possuem uma forte relacdo com a atividade
antioxidante de frutas e legumes (ABIDILLE et al., 2005; ALENCAR, 2010).

Tabela 11: Determinacéo da atividade antioxidante, pelos métodos colorimétricos ABTS e DPPH, do
extrato hidrofilico concentrado e liofilizado do residuo de ucudba (V. surinamensis)

Amostras ABTS (uM Trolox/qg) DPPH (uM Trolox/g)
Extrato concentrado 107, 34+9,3 286,07+31
Extrato liofilizado 258, 15+1,8 374,33+25

Resultados estédo expressos como média da triplicata + desvio padrao relativo.

Quando a capacidade de inibir 50% do radical DPPH, o extrato liofilizado de
ucuulba apresentou ICso de 89,67 + 0,13%, apresentando bom potencial de inibi¢ao.
De acordo com Prasad e colaboradores (2010), que avaliaram extratos da polpa e da
semente da azeitona preta extraidos com diferentes solventes, foi possivel observar
gue todos os extratos apresentaram potencial antioxidante, a semente de azeitona
preta apresentou inibicdo de 85,8 + 3,2%, com potencial de inibicdo de 88,07+ 0,7%
(MELO, 2010). Esses estudos corroboram com os resultados obtidos para o extrato
liofilizado de uculba, mostrando que o mesmo apresentou potencial de inibicdo
semelhante a outros compostos relatados na literatura.

Com base nos resultados de ABTS e DPPH os extratos obtidos a partir do
residuo de ucuuba apresentaram atividade antioxidante promissora se comparada aos
dados da literatura para residuos, podendo esse potencial ser explorado pela industria

para o desenvolvimento de novos produtos.
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5.8. Determinacgédo da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS do
extrato lipofilico

O resultado de ABTS para o extrato lipofilico apresentou o valor de 434,36 *
3,7 uM Trolox/g (755,26 corresponde ao valor de ABTS do extrato lipofilico que foi
subtraido do valor de ABTS do 6leo de soja) e do Gleo de soja 320,39 + 3,6 uM
Trolox/g. Os resultados obtidos sugerem que a extracdo com Oleo de soja dos
residuos permitiu, extrair substancias que apresentam capacidade antioxidante. No
entanto, a amostra controle constituida apenas de 6leo de soja também apresentou
atividade, embora inferior ao do extrato.

O trabalho realizado por Luzia (2012), no qual foi avaliado a atividade
antioxidante pelo método ABTS para os 6leos vegetais extraido de sementes de frutas
do serrado como jenipapo, jatoba, buriti, pequi, sapoti, baru e araticum com destaque
para ultima que apresentou maior atividade antioxidante (65,92 uM Trolox/100g).
Comparando-se o resultado da extracdo verde do residuo de uculba com os
encontrados por Luzia (2012) o residuo estudado apresentou uma expressiva
atividade antioxidante. A atividade antioxidante pelo método ABTS realizada em 6leo
de palma, no entanto apresentou 555,62 uM Trolox/g, superior ao obtido neste estudo
(NEO et al, 2010).

Porém, pelo método DPPH néao foi possivel determinar a atividade antioxidante
do extrato lipofilico, o que pode estar relacionado a polaridade dos solventes da

reacao e do extrato.

5.9. Avaliagao in vitro da atividade antibacteriana para obtencéo de CIM e
CBM do extrato hidrofilico e lipofilico

a) Bactéria gram positiva: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Foi realizado o teste com a bactéria gram positiva Staphylococcus aureus ATCC
6538, o CIM e CBM do extrato hidrofilico foi observado na concentracdo de 625

pg/mL (Figura 16).
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Figura 16: Bactéria Staphylococcus aureus, obtencdo do CIM e CBM do extrato hidrofilico, idénticos
no valor de 625 pg/mL.

Foi realizado o teste com a bactéria gram positiva Staphylococcus aureus
ATCC 6538, o CIM e CBM do extrato lipofilico, porém nao foi observado CIM e
CBM (Figura 17).
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Figura 17: Bactéria Staphylococcus aureus, obtencdo do CIM e CBM do extrato lipofilico.

b) Bactéria gram negativa: Escherichia coli ATCC 8739

Foi realizado o teste com a bactéria gram negativa Escherichia coli ATCC 8739,
o CIM e CBM do extrato hidrofilico foi observado na concentracdo de 1250 pg/mL
(Figura 18).
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Figural8: Bactéria Escherichia coli, obtencdo do CIM e CBM do extrato hidrofilico, idénticos no valor
de 1250 pg/mL.

Foi realizado o teste com a bactéria gram negativa Escherichia coli ATCC 8739,
o CIM e CBM do extrato lipofilico, porém néo foi observado CIM e CBM (Figura
19).
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Figura 19: Bactéria Escherichia coli, obtencao do CIM e CBM do extrato lipofilico.

N&o existe um padrao estabelecido sobre a concentracdo de extrato vegetal
aceitavel quando comparado a antibiéticos. De acordo com Houghton e colaboradores
(2007) a atividade antimicrobiana é classificada ativa ou inativa nos extratos vegetais,
seguindo os seguintes critérios de concentracdes: valores entre 50-500ug/ml séo
consideradas excelentes/6tima, valores de 600-1500ug/mL s&do avaliadas com
atividade moderada, enquanto que > 1500ug/mL é um produto inativo. Os resultados

obtidos nesse estudo mostraram que o extrato hidrofilico apresentou acdo moderada
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para bactéria gram positiva (625 ug/mL) e para bactéria gram negativa (1250 pg/mL). O
extrato lipofilico mostrou-se inativo frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Os resultados obtidos nesse estudo foram inferiores ao obtido por
Costa (2015).

De acordo com relatos da literatura, sabe-se que a atividade antimicrobiana dos
extratos vegetais esta relacionada com o microrganismo testado, método extrativo e
o tipo de solvente utilizado no processo extrativo, pois a polaridade do solvente tem
total influéncia na extracdo dos metabdlitos (GIRONDI et al, 2017). Isso ratifica a
compreensao de que o solvente utilizado na obtencéo do extrato lipofilico ndo extraiu
do residuo de ucuuba substancias com acao antimicrobiana, que pode ter relagéo o
meétodo extrativo empregado néo ter sido eficiente quanto o esperado e o solvente
utilizado por ser apolar acaba nao extraindo compostos que apresentem tal acao.

A atividade antimicrobiana destacada no extrato hidrofilico pode ser atribuida a
presenca de compostos fenodlicos (COSTA, 2015; GIRONDI et al, 2017) e ja foi
relatado nesse estudo a presenca desses compostos no residuo de ucuuba. O etanol
€ capaz de romper a parede celular das plantas e obter os compostos fendlicos
(BURIOL et al, 2009; TIWARI et al, 2011). Ha relatos na literatura de compostos que
apresentam acdo antioxidante, anti-inflamatorios, antimicrobiana, antifingica,
anticancerigeno. Logo, acredita-se que quanto maior a concentracdo desses
compostos mais potente é sua acéo antimicrobiana (FUENTEALBA et al, 2016; HU et
al, 2016; WANG et al, 2017).

A uma grande possibilidade do extrato hidrofilico ter agido na parede celular
das bactérias, levando a desorganizacao e consequentemente a lise bacteriana, pois
as mesmas possuem uma parede celular menos complexa e menor teor de lipidios,
porém na bactéria gram-negativa esse processo de lise € mais trabalhoso, pois a
membrana celular externa pode prejudicar a ligacéo e a permeabilidade dos extratos
vegetais dificultando a morte dessas bactérias (LOGUERCIO, 2005; BENDAOUD et
al, 2009). O presente estudo mostrou que o extrato hidrofilico se apresentou mais

eficaz contra as bactérias gram-positiva.

5.10. Atividade Citot6éxica do extrato hidrofilico

O estudo de citotoxicidade foi realizado para avaliar a viabilidade de células

tratadas, avaliando a atividade das desidrogenases mitocondriais. Neste estudo foi
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observado que apés o tratamento com diferentes concentragdes do extrato hidrofilico
do residuo de ucuuba, ndo houve uma reducéo significativa da viabilidade celular dos
macrofagos (Figura 20) em comparacdo com o controle. Bem como foi possivel
observar que mesmo o extrato ha maior concentracdo (100 pg/mL) ndo houve reducéo
significativa dos macréfagos. A concentragdo citotoxica capaz de matar 50% das
células (CC50%), cujo valor foi de 128,47 pug/mL, confirma que o extrato hidrofilico do

residuo de uculba apresenta baixa citotoxicidade frente aos macréfagos.
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Figura 20: Viabilidade celular através do método MTT em macrofagos peritoniais cultivados por 24
horas e tratados com diferentes concentragdes do extrato liofilizado do residuo de ucuiba.

Os macréfagos sdo células da resposta imune que mediante a presenca de
bactérias, fungos e protozoarios sdo ativados apresentando projecdes
citoplasmaticas, maior adeséo, espraiamento celular, produ¢éo de citocinas e ativacao
da resposta contra os hospedeiros, produzindo oxido nitrico e espécies reativas de
oxigénio (GORDON & MARTINEZ, 2010; RODRIGUEZ et al, 2011; GHONIME et al,
2015). Essas células atuam na primeira linha de defesa de todo o organismo, assim,
é fundamental que os extrato ndo apresente qualquer dano a essas células, sendo
seguro ao organismo quando ingerido através de alimentos ou quando incorporado
em formulagdes topicas ou orais. A medida que aumenta a concentracdo do extrato
hidrofilico, diminui 0 niumero de macrofagos viaveis, embora essa diminuicdo seja
pequena, mostrando que a citotoxicidade € diretamente proporcional a concentracao
da amostra (KUMAR et al. 2009; GALUCIO, 2015).
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O resultado da atividade citotoxica do extrato hidrofilico mostrou concentracéo
citotéxica (CCso) de 128,47 ug/mL, evidenciando que € necessaria essa concentracao
de extrato para levar a lise de 50% dos macrofagos. Resultado semelhante ao obtido
no estudo com Agrimonia pilosa (CCso de 146 pg/mL), que avaliou a citotoxicidade do
extrato dessa espécie frente a linhagem de macréfagos (KIM et al, 2010), e assim
como o extrato do residuo de ucuuba, também nao apresentou citotoxicidade frente a
essas celulas.

Embora o extrato ndo tenha sido citotoxico para a linhagem de macréfago
estudada nas concentragBes avaliadas, ele pode vir a ser toxico contra agentes
invasores do organismo humano, existindo um estreito limite de concentragéo segura

ao hospedeiro e toxica aos microrganismos (COSTA, 2015).

5.11. Validacéao e quantificacdo dos metabolitos majoritarios por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) presentes do extrato hidrofilico

Na fase de desenvolvimento do método analitico é fundamental a otimizacao
das condi¢Bes de andlise, para melhor identificacdo do metabdlito de interesse. O
padrao escolhido foi o acido cafeico, pois de todos os padrées pesquisados, apenas
esse foi identifiacado sendo avaliado nas mesmas condicdes de analise da amostra.
As condicOes escolhidas permitiram observar o pico cromatografico do padréo, assim
como, observar a presenga do mesmo no extrato hidrofilico do residuo de ucuuba.

A determinagdo da linearidade foi realizada a partir da média de 3 curvas
padrées de acido cafeico. O método mostrou-se linear no intervalo de concentracao
de 2 - 50 pg/mL (Figura 21), sendo obtida a equacéo de regresséo linear y=67,803x-
0,2611 e coeficiente de correlacdo (R?) 0,9996 o que permite uma estimativa da
qualidade da curva. O R? quanto mais proximo de 1,0, menor sera a dispersdo do
conjunto de pontos experimentais, corroborando com a RE 899, cujo coeficiente de

correlacéo aceitavel deve ser no minimo 0,99 (ANVISA, 2003).
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Figura 21: Curva padrao correlacionando a area dos picos com a concentragao.

A preciséao (repetibilidade) foi avaliada a partir de 6 repeticoes da concentracao
de 50 pg/mL (Tabela 12). O coeficiente de variagcdo obtido foi de 2,72%, dentro do
estabelecido pela ANVISA (2003), que é de 5%. O método desenvolvido mostrou-se

preciso.

Tabela 12: Repetibilidade do padrdo na concentracdo de 50 pg/mL.

Padrao Area (mV/s2) Concentracao
(Hg/mL)
3668,8 54,10
3928,2 57,93
Acido cafeico 38108 56.19
3714,3 54,77
3669,2 54,11
3699,7 54,56
Média (mg/mL) 55,28
Desvio Padréao 1,50

Coeficiente de Variagcéao 2,72
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O método se apresentou exato, uma vez que o0s valores (Tabela 13)
encontrados para as concentracdes alta, média e baixa do padréo junto com o valor
de recuperacao foi superior a 95%, valor este preconizado pela ANVISA (2003). Uma
recuperacgéo é dita eficiente com base em cada analito avaliado, ou seja, a medida
que cada analito tem maior afinidade pelo solvente, maior serd sua extracdo e

consequentemente maior sera sua recuperacdo (SILVERIO et al, 2012).

Tabela 13: Exatiddo do método, triplicata dos pontos baixo, médio e alto das concentragfes do
padréo.

Concentracao 2 ug/mL 12.5 pg/mL 50 pg/mL
do Padréao
Média 2,32 12,46 50,23
Recuperacgéo 116,49 99,72 100,47
(%)

O método empregado para validacdo do método apresentou limite de deteccéo
de 1,39 pg/mL e limite de quantificagao de 2,35 pug/mL, sendo considerados valores
satisfatorios. A robustez do método analitico, mesmo advento pequena alteracdo do
parametro temperatura ndo ocorreu alteracdo no tempo de retencédo (15,4 min) do
padrao, evidenciando que o método analitico se apresentou robusto.

Quanto a seletividade do método, os resultados foram avaliados através dos
cromatogramas visualizados em 330 nm, do padrdo &acido cafeico (A), extrato
hidrofilico de ucuuba (B) e co-injecdo do padréo + extrato (C) (Figura 22) com tempo
de retencdo dos picos de 15,01, 14,13 e 14,34 minutos, respectivamente. A
comparacao entre os cromatogramas possibilitou verificar a presenca do pico
referente ao padréo acido cafeico no extrato hidrofilico de ucutba, na concentracéo
de 5,17 pg/mL.
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Figura 22(A) Cromatograma do padrao &cido cafeico (15,01 min). (B) Cromatograma do extrato de
hidrofilico de ucudba (14,13 min) na concentragdo de 5mg/ml. (C) co-injecdo padrdo+extrato (14,38
min). Os cromatogramas foram visualizados em 330 nm.
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A validacdo de uma metodologia analitica é importante, pois através dela é
possivel determinar a presenca de marcadores quimicos e confiabilidade dos
resultados obtidos através do método empregado (Nunes, 2011). Com base nos
resultados dos parametros de validagdo obtidos o método se apresentou linear,
seletivo, preciso, exato e robusto, de acordo com as especificagbes da RE 899/2003.

O acido cafeico é um tipo natural de flavonoide, encontrado em vegetais. A
literatura revela que esse metabolito apresenta acdo anti-inflamatoria, antiviral,
anticancerigena e agao antioxidante (WANG et al, 2013). Esse resultado sugere que
o composto identificado contribua para acédo antioxidante identificada neste estudo,
fortalecendo a ideia de que o residuo de ucuuba apresenta potencial de

aproveitamento pela industria.
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6. CONCLUSOES

E fundamental a caracterizacéo dos parametros fisico e quimica do p6, extrato
hidrofilico e extrato lipofilico oriundos do residuo de ucutba o que auxiliara no controle
de qualidade durante as etapas do processo de obtencédo do produto final e assim
contribuir na qualidade do mesmo. O p6 do residuo de uculba apresentou
quantidades significativas de macronutrientes com destaque para carboidratos, fibras
e lipideos, mostrando que esse residuo apresenta um grande potencial nutritivo.

A estabilidade térmica do pé e o extrato hidrofilico foi em torno de 100°C, além
de permitir uma estimativa sobre agua residual semelhante ao obtido pelo ensaio
gravimétrico. O extrato lipofilico apresentou estabilidade térmica préximo a 300°,
mostrando que 0 mesmo € pouco susceptivel a altas temperaturas, o que esta
relacionado com a estrutura do solvente (6leo de soja) utilizado.

Quanto a presenca de metabdlitos secundarios e atividade antioxidante o
extrato hidrofilico apresentou quantidades de polifendis e flavonoides. J4 o extrato
lipofilico apresentou a presenca de carotenoides.

Ao se comparar 0s dois extratos quanto a atividade antioxidante € possivel
observar que apenas o extrato hidrofilico apresentou atividade pelo método DPPH e