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Resumo

A familia Arecaceae é caracterizada pelo grande numero de espécies com elevado valor
nutritivo e comercial agregados. Nesta familia se encontram as espécies Butia capitata,
Butia lalemantii e Syagrus romanzofiiana, nativas do Brasil e produtoras de frutos utilizados
na alimentagcdo. Devido a escassez de dados na literatura, este trabalho buscou
informacdes fitoquimicas e dados farmacoldgicos para os mesocarpos € améndoas dessas
trés espécies, bem como as possiveis variagdbes na composi¢cao quimica entre coletas em
anos diferentes (2005, 2006 e 2007) da espécie B. capitata. A partir dos mesocarpos dos
frutos das cinco amostras foram realizadas analises de: a) quantificagdo dos micronutrientes
por espectroscopia por absor¢cao atdbmica. b) quantificagdo dos polifendis totais. C)
obtengéo, transesterificagdo e analise dos metilésteres presentes no 6leo fixo. D) analise de
Oleos volateis por cromatografia em fase gasosa (CG). Os resultados apontaram o caélcio
como microelemento mais abundante em todas as amostras. Quanto ao teor de fendis, o
maior teor (2,19%) foi evidenciado para B capitata. Quanto aos 6leos volateis os resultados
apontaram principalmente biciclogermacreno (20,1%) como componente majoritario. Em
relacdo aos dleos fixos, Ac. Palmitico foi majoritario em B. capitata e S. romanzofiiana e Ac.
Estearico em B. lalemantii. Das améndoas de S. romanzofiiana foi extraido dleo fixo,
submetido a diferentes técnicas de transesterificagdo (catalise acida, alcalina e com BF3) e
analisado por CG. Foi observada a predominancia de acidos graxos saturados de cadeia
média, sendo os acidos laurico (27-48%) e oléico (11,24-26%) os majoritarios. Os extratos
metandlicos das cinco amostras apresentaram atividades antioxidante nas concentragcdes
10, 20, 40, 80, 160, 320, 450, 550, 650, 750, 850, 1000 pg/ml). Os resultados da
determinacdo de atividade antiinflamatéria in vitro demostraram que os extratos de B.
capitata e B. lalemantii foram ativos nas concentragbes de 40, 80, 60 ug/ml, enquanto o éleo
dessas espécies se mostrou ativo nas concentragcbes de 5, 10, 20, 40, 80, 160 ug/ml. O
extrato da espécie S. romanzofiina (80 e 160 pg/ml) bem como o éleo (10, 20, 40, 80, 160
pg/ml) se mostraram menos ativos. Os resultados indicaram a presenga de metabdlitos
bioativos. Estes compostos agregam valor nutricional e nutracéuticos aos frutos dessas

palmeiras.

UNITERMOS: Butia capitata, Butia lalemantii, Syagrus romanzoffiana, Arecaceae,
flavonodides, compostos fendlicos, acidos graxos, nutrientes minerais, 6leos volateis,

atividade antioxidante, atividade antiinflamatoria.






Abstract
Chemical analysis and in vitro bioactivities of fruits from the Arecaceae family

The family Arecaceae is characterized by a large number of species of high nutritional and
commercial aggregated. Butia capitata, Butia lalemantii and Syagrus romanzofiiana are
native species that belong to this family, and they are all, producers of fruits used as food.
Due to the scarcity of data in literature, this work aimed to look for phytochemistry
information and pharmacological activities about the mesocarps and kernel of the three
species, as well as possible changes in the chemical composition between collections in
different years (2005, 2006 and 2007) of B. capitata specie. The analyses carried out with
the mesocarps’ fruits of the five samples assayed consisted of: a) micronutrientes mineral
quantification by Atomic absorption spectroscopy; b) quantification of total polyphenols
through Folin-Ciocalteu method; c) obtention, transesterification and analysis of the
methylesters present in the oil composition; d) essential oil analysis employing gas
chromatography (GC). The results showed that calcium is the most abundant microelement
in all samples. As to the polyphenols analysis, the highest content (2.1g%) was evidenced for
B capitata. The essential oils results indicated the sesquiterpene Biciclogermacrene D
(20.1%) as the major component. About the oil composition of the mesocarps, palmitic acid
was the major component in the B. capitata and S. romanzofiiana species and the stearic
acid in the B. lalemantii specie. The S. romanzofiiana fixed oil kernels was extracted,
submitted to different techniques of transesterification (using BF3; acid and alkaline catalysis)
and analyzed by GC. The predominance of fatty acid medium chain saturated was observed
and the lauric acid (27-48%) and oleic acid (11,24-26%) were caracterizated as predominant.
The metanolic extracts from the five samples showed antioxidant activity in the
concentrations of 10, 20, 40, 80, 160, 320, 450, 550, 650, 750, 850, 1000 ug/ml in DPPH
assay. The metanolic extracts and fixed oil from all species showed in vitro antichemotactic
effect. The oils from B. capitata and B. lalemantii showed activity in the concentrations of 5,
10, 20, 40, 80, 160 ug/ml. The extract from this species showed activity in the concentrations
of 40, 80 and 160 ug/ml; both S. romanzoffiana extract (80 and 160 ug/ml) and oil (10, 20,
40, 80, 160 upg/ml) showed lower activity. The results showed the presence of bioactives
metabolites. These compounds agregate nutricional and nutraceutical value for the fruits of

these palms.

Keywords: Butia capitata, Butia lalemantii, Syagrus romanzoffiana, Arecaceae, phenolics
compouds, fatty acids, micronutrients, essential oils, antixidant activity, antinfammatory
activity.
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INTRODUCAO GERAL






As espécies da familia Arecaceae, conhecidas como palmeiras, destacam-se do
ponto de vista natural, econdmico e ecoldgico. Algumas espécies sdo usadas na
arborizagdo de ruas e avenidas em todo o Brasil, na ornamentacdo de pracas,
jardins e ambientes internos. Apresentam grande importancia econémica e algumas
especies sdo muito exploradas comercialmente pela produgdo de o6leo, amido,
palmito, cera e fibras. Também sao utilizadas como fonte de alimentos, bebidas e
como matéria-prima para construgéo de barcos e casas (LORENZI et al. 2004).

As palmeiras sdo de ocorréncia predominantemente tropical e subtropical
(HENDERSON et al., 1995), tém a capacidade de se estabelecer em diversos tipos
de habitat, como matas de terra firme, matas periodicamente inundadas, cerrado, e
em ambientes degradados (LORENZI et al., 2004).

A grande diversidade e abundancia dessas monocotiledéneas nas florestas é
indicativo de que s&o elementos de grande importadncia na estrutura e
funcionamento dos ecossistemas. Destacam-se pelo periodo e tempo de frutificagao:
algumas espécies produzem frutos durante todo o ano e outras frutificam em épocas
de escassez de producdo de outras espécies e familias, garantido, desta forma,
alimento & fauna por todo o ano (DURAN e FRANCO, 1992). Desta forma, varias
espécies da fauna silvestre alimentam-se de suas folhas, polpa dos frutos (canideos,
primatas) e sementes (roedores de pequeno e medio porte, psitacideos, etc.)
(OLMOS et al., 1997; REIS et al., 2000).

No artesanato, produtos que utilizam folhas e fibras das espécies dos géneros
Orbygnia, Syagrus, Acrocomia e Mauritia, sao freqlientemente comercializados em
feiras e mercados de muitas cidades do Brasil (PEREIRA, 1996). Os indios utilizam
as palhas em artesanatos e construgdo de suas casas, a polpa e sementes como

alimento e ingredientes para pinturas.

Na alimentacdo humana, o numero de produtos basicos a subsisténcia é
maior na Familia Arecaceae que em qualquer outra familia de plantas (BATES,
1988). A importancia desta Familia é evidenciada por dados divulgados pelo IBGE
referentes ao ano de 2006. Apenas o extrativismo dos frutos da palmeira acai
(Euterpe oleracea Martius) somou 101.341 toneladas, gerando 103.215 milhdes de

reais. Esses frutos s&o utilizados na fabricagdo do “vinho de agai”, cujo consumo na



forma de bebidas, doces, geléias e sorvetes, antes restrito a Regidao Norte, se
expandiu por todo o Pais (IBGE, 2006).

No Pais, a quantidade de palmito extraida de espécimes nativos, em 2006,
somou 6.524 toneladas com rendimento de 9.940 milhdes de reais. Varias espécies
de palmeiras nativas do Pais fornecem palmito, mas as mais exploradas sado a
Euterpe oleracea, espécie também produtora dos frutos de acai; a Euterpe edulis,
denominada jugara, de ocorréncia na Mata Atlantica; a Bactris gasipaes, pupunha;
Syagrus oleracea, guariroba; a Euterpe espiritosantensis e a Euterpe precatoria
(IBGE, 2006).

Outra espécie relevante é o babacu (Attalea speciosa Mart. Ex. Spreng), que
tem o Maranhao como o estado detentor de 94% da produgao nacional. Desta palma
foram coletadas 117.150 toneladas de améndoas cujo Oleo destas extraido gerou
102.214 milhdes de reais aos cofres brasileiros (IBGE, 2006).

Os 6leos com elevados teores de acido laurico (também chamados 6leos
lauricos) possuem grande valor e demanda comercial mundial. Neste cenario, os
Oleos lauricos que sao obtidos de frutos, améndoas e sementes de algumas
espécies de palmeiras, movimentam bilhdes de reais, sendo utilizados em diversos
segmentos das industrias como em alimentos, cosméticos, industria farmacéutica e,
mais recentemente, nas industrias oleoquimicas para producdo de biodisel. Como
exemplos de fontes produtoras de dleos lauricos, temos as sementes do babacgu
(Orrbignya speciosa (Mart.) Barb. Rodr.), murumuru (Astrocaryum murumuru)
(MAMBRIM e BARRERA-ARELLANO, 1997) cujo 6leo possui grande utilizacdo na
industria de cosmeéticos e os frutos do coqueiro (Cocos nucifera) (AZEES, 2007).

O Brasil possui enorme diversidade de palmeiras frutiferas extensamente
distribuidas por todo territorio e sabe-se que uma das caracteristicas desta Familia &
producdo de oOleos. No entanto, exceto as espécies com elevado valor comercial,
grande numero das demais espécies ainda tém seus potenciais alimentares e de
obtencao de 6leo dos frutos ainda pouco pesquisados (BORA et al., 2003; LORENZI
et al. 2004).

As frutas, além da importancia comercial, sdo alimentos que possuem

propriedades nutritivas indispensaveis ao organismo. Como parte de uma dieta



equilibrada, tém papel vital na nutricdo humana fornecendo compostos que atuam
como fatores de regulagédo e de crescimento, sendo necessarios e essenciais para
manter a saude normal (PRASANNA et al., 2007).

Dentre as palmeiras frutiferas com escassez de estudos cientificos, tanto no
que se refere aos aspectos quimicos quanto a investigacdo de atividades
farmacologicas relatados, estdo as espécies Butia capitata, Butia lalemantii e
Syagrus romanzoffiana. Estas sado espécies nativas do Brasil e, além de muito
utiizadas em ornamentacbes e artesanatos, sao utilizadas na alimentagao.
Principalmente, a polpa dos frutos das espécies de Butia é aproveitada na forma de
doces, sucos, licores, geléias ou mesmo in natura e a utilizagdo e valorizagdo dos
frutos desta espécie € crescente. O municipio de Santa Vit6ria do Palmar cujo nome
esta vinculado a arvore simbolo da cidade: o butiazeiro, vem implementando politica
publica de incentivo ao cultivo da espécie para a fabricagdo e comercializagao de
doces e bebidas, distribuindo gratuitamente mudas da espécie (SANTA VITORIA DO
PALMAR, 2007).

Com isso, face ao que foi exposto e, juntamente, com a grande importancia
representada pela Familia Arecaceae, este trabalho buscou dados quimicos que
possam contribuir para o conhecimento dos frutos dessas trés espécies de
palmeiras, visando agregar valor nutricional bem como incentivar a preservagéo
dessas espécies e a sua valorizagdo comercial. Além disso, a investigagdo de

bioatividades também podera agregar maior valor econémico a estas espécies.






OBJETIVOS GERAIS






O objetivo geral deste trabalho foi a investigacdo da composi¢ao quimica dos
frutos e améndoas de Butia capitata, Butia lalemantii e Syagrus romanzoffiana, além
da avaliagéo das atividades bioldgicas in vitro: antioxidante dos extratos metandlicos
e antiiflamatéria dos extratos metandlicos e dleos fixos obtidos, respectivamente,

das polpas e das améndoas dos frutos dessas espécies.






CAPITULO |

Estudo quimico das espécies Butia capitata, Butia lalemantii e

Syagrus romanzoffiana






[. 1. Introducéo

Os artigos utilizados para embasar esta dissertacdo foram retirados das

bases de dados: SCIENCE DIRECT, SCOPUS, SCIRUS, WEB OF SCIENCE,
PUBMED, SCIFINDER, ISI WEB OF KNOWLEDGE. Nao foram encontrados

trabalhos e referéncias de estudos quimicos para as espécies Butia capitata, Butia

lalemantii e Syagrus romanzoffiana até a data final da redag&o deste trabalho.

Objetivos especificos:

Com o intuito de investigar a composigao quimica dos frutos dessas espécies

e desta forma contribuir com dados que posam agregar valor a estas frutas, os

objetivos especificos deste capitulo consistem em:

Quantificagcdo de nutrientes minerais por espectrofotometria de absorgao

atbmica.

Extracao de oleo essencial por hidrodestilagao, identificacdo e quantificagao

dos componentes do 6leo por cromatografia gasosa.
Quantificacdo dos polifendis totais por espectrofotometria no Uv-Visivel.

Aquisicdo e analise do perfil cromatografico das espécies por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Obtencao dos 6leos fixos das améndoas por extragao com solvente a frio.

Caracterizacdo da composicao quali e quantitativa dos dleos das améndoas,

por cromatografia gasosa, através de processos de transesterificagao.
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[.2. Aspectos Botanicos
[.2.1. Familia Arecaceae

As palmeiras apresentam ampla distribuigdo, ocorrendo principalmente nos
tropicos e subtropicos. Exibem habitos variados, desde estipes subterraneos e de
pequeno porte até formas arborescentes e raramente trepadeiras, com ou sem
espinhos no caule e folhas. A Familia Arecaceae tem aproximadamente 189 géneros
e 3000 espécies (HENDERSAN, 1995), sendo que LORENZI e colaboradores (1996)

citam 29 géneros e 132 espécies para o Brasil.
[.2.1.1. Género Butia

Butia € um género que ocorre, principalmente, em regides subtropicais da
América do Sul, crescendo naturalmente no Sul do Brasil, nordeste da Argentina e
norte do Uruguai. Abrange somente oito espécies e possui algumas caracteristicas
botanicas semelhantes ao género Syagrus (MATTOS, 1977; GLASSMAN, 1987),
sendo que para algumas espécies nao ha concordancia entre os profissionais
botanicos para inclusdo de espécies no primeiro ou no segundo género. Entre as
caracteristicas botanicas que distinguem os géneros destaca-se: no Butia, os
peciolos sdo geralmente cobertos por espinhos e as bracteas, geralmente lisas ou
levemente sulcadas na superficie exterior, enquanto, no Syagrus essas

caracteristicas ndo s&o observadas (MATTOS, 1977).

Algumas espécies, particularmente as que possuem haste curta ou
subterranea, sdo extremamente variaveis e por estas diferencas ndo serem bem
explicadas, ocorre discordancia entre botanicos na classificacdo destas espécies.
Com isso, ocorre que, algumas vezes, espécies de Butia sdo incluidas no género
Syagrus. Este é o caso da espécie Butia campicola que, segundo GLASSMAN
(1987), pertence ao género Butia, porém, de acordo com MATTOS (1977), esta
espécie pertence ao género Syagrus. A classificacdo da espécie Butia arenicola
também & divergente. Para MATTOS (1977), € sinbnimo da espécie Butia
paraguayensis descrita por GLASSMAN (1987).

De acordo com MATTOS (1977) em Palmeiras do Rio Grande do Sul, no

estado do Rio Grande do Sul podem ser encontradas as espécies: Butia eriospatha
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(Martius ex Drude) Beccari, Butia paraguayensis (Barb. Rodr.) Bailey, Butia yatay
(Mart.) Beccari, Butia capitata (Mart.) Beccari. Este autor também subdivide a
espécie B. capitata nas variedades: B. capitata var. pulposa (Barb. Rodr.) Becc., B.
capitata var. rubra Mattos e B. capitata var. capitata de acordo com a cor e tamanho
dos frutos. No entanto, essa classificagdo nao foi adotada neste trabalho, por
observarmos que os parametros de tamanho e cor variam muito nos frutos coletados

de uma mesma arvore (Marcos Sobral, comunicag&o pessoal).
[.2.1.1.1. Butia eriospatha (Martius ex Drude) Beccari

A principal caracteristica botanica que diferencia Butia eriospatha das demais
espécies do género Butia, € a presenca de espatas tormentosas, de cor
acastanhada ou marrom, na face externa. Esta palmeira possui estipe com altura
aproximada de 2,5 a 5 m, podendo ser superior a essa medida e é rara no Rio
Grande do Sul, encontrando-se apenas nos campos do Planalto. Também, pode ser

vista nos capdes ou nas bordas da Mata das Araucarias.

Os foliolos sao aproveitados na fabricagdo de crina vegetal, cestas, etc. Seus
frutos normalmente amadurecem em marco, sdo saborosos e utilizados com
cachaga, licores, vinhos. A planta é cultivada em jardins, em ornamentacéao, devido

ao seu aspecto e forma da copa que apresenta.
Distribuicdo geografica: Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Nomes vulgares: butia-da-serra (REITZ, 1974), butiazeiro (MATTOS, 1977;
HENDERSAN, 1995).

[.2.1.1.2. Butia paraguayensis (Barb. Rodr.) Bailey

Butia paraguayensis é classificada como palmeira acaule ou com estipe de
até 1-1,5 m de altura e 10-20 cm de diametro. Frequentemente é confundida com B.

yatay.

A planta é ornamental, apropriada para parques e jardins. As folhas e frutos

possuem as mesmas aplicagdes que as demais espécies do género.
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Distribuicdo geografica: Paraguai; Argentina; Uruguai; Sa&o Francisco de

Assis, Itaqui, Alegrete, Sarandi, Passo Fundo, Quarai (Rio Grande do Sul).

Nomes vulgares: butiazeiro-ando, palma-petiza, enana (Uruguai), yatay poni
(Argentina) (MATTOS, 1977; HENDERSON, 1995).

1.2.1.1.3. Butia yatay (Mart.) Beccari

Planta que alcanga até mais de 8m de altura, ereta, possui estipe cilindrico

com base mais espessa e fibrosa.

Além das utilizacdes atribuidas a ornamentacao e artesanato, a parte terminal
desta palmeira oferece palmito, tanto para os homens como para bovinos. Seus
frutos sdo comestiveis, no entanto, comparativamente as demais espécies, é

relatado que o sabor dos frutos desta espécie é mais acido.

Distribuicdo geografica: Paraguai; Paysandu e Rio Negro (Uruguai); Girua
(Rio Grande do Sul). No entanto, a maior ocorréncia se verifica na Argentina, nas
provincias de Entre Rios, Santa Fé e Corrientes. No RS, encontra-se em regiao
plana onde a temperatura média anual fica em torno de 19 °C e pluviosidade média
de 1850-1930 mm.

Nomes vulgares: yatay (Uruguai e Argentina); jatai (Brasil) (MATTOS, 1977;
HENDERSAN, 1995).

[.2.1.1.4. Butia capitata (Mart.) Beccari

Conhecido popularmente como cabegudo, butia-de-praia, butia-vinagre, butia-
azedo, butia-branco, butia-miudo, butia-veludo, butiazeiro, guariroba-do-campo.
Apresenta tronco simples, espesso, de até 6 m de altura. E a espécie de maior
ocorréncia, comumente cultivada em jardins e parques, além de crescer

naturalmente em vegetacdes de restinga.

Distribuicdo geografica: Bahia, Goias, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul (Brasil); Montevidéu (Uruguai). Em Santa Catarina, ocorre na
vegetagao de restinga, desde o litoral extremo norte até o extremo sul. Esta palmeira

€ utilizada pelas populacdes litoraneas na confeccdo de artefatos, de bebidas e
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consumo de frutos (REITZ et al., 1974; MATTOS, 1977; REITZ et al., 1978; REITZ et
al., 1982; ROSA et al., 1998).

.2.1.1.5. Butia lallemantii Deble & Marchiori

Butia lallemantii Deble & Marchiori refere-se a uma nova espécie, exclusiva
dos campos arenosos do sudoeste do Rio Grande do Sul. Floresce no final da

primavera e verao e frutifica no verao-outono.

Este butiazeiro cresce nos campos arenosos do sudeste Sul-riograndense, é
desprovido de estipe e forma popula¢des de milhares de individuos. Sua abundancia
e aspectos peculiares chamam a atengdo dos que percorrem 0s campos de

Alegrete, Manoel Viana e Sao Francisco de Assis.

Conhecido localmente como butia-ando, os primeiros relatos dessa espécie
devem-se a Robert Ave-Lallemant, médico alemao que excursionou pelo Rio Grande
do Sul em meados de século XIX. Em seu estudo sobre as Palmeiras do Rio Grande
do Sul, MATTOS (1977), designou o material como Butia paraguayensis (Barbosa &

Rodriguez) Bailey, critério que foi seguido pela maioria dos trabalhos posteriores.

MARCHIORI, ELESBAO e ALVAREZ-FILHO (1995) igualmente tratam a
espécie sob esse bindbmio, distinguindo-a de Butia yatay (Mart.) Becc. principalmente
pela auséncia de estipe ou pelo estipe curto (até 1,50 m). Posteriormente,
MARCHIORI (2004), atribuiu as condi¢des edaficas o porte de Butia paraguayensis,
reconhecendo que a citada espécie pode expressar ecotipos ou aspectos
taxondmicos ainda nao definitivamente esclarecidos. Totalmente acaule nos campos
arenosos do sudoeste do estado, poderia apresentar estipe de até 6 metros na

regido de Quarai.

O estudo detalhado de numerosas populagdes, todavia, evidenciou diferencas
suficientes para separar as duas espécies. Butia paraguayensis apresenta caule
solitario e aéreo de até 2 metros, folhas pares de pinas, peciolos com dentes ou
espinhos curtos, intercalados com fibras e frutos ovados, amarelo-esverdeados ou
amarelos. Butia yatay apresenta estipe de 3-8 metros (até 15 metros em palmares
de Entre-Rios — Argentina), folhas com 60-70 pares de pinas, peciolos armados e

dentes espinescentes de até 3 cm e frutos ovados, distintamente apiculados no
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apice. O butia-anao, ao contrario destas espécies, € uma planta cespitosa, provida
de 3-6 caules subterraneos, com peciolo de margem fibrosa e frutos ovado-
lanceolados, amarelo-alaranjados, de apice avermelhado (DEBLE e MARCHIORI,
2006).

[.2.1.1.6. Outras espécies

No Brasil, é relatada ainda, a presenga das espécies: B. purpurascens no
estado de Goias e, juntamente, com a vegetacdo do cerrado; B. microspadix, nos
estados do Parana e Séo Paulo; B. archeri na vegetagéo de cerrado, nos estados de
Goias, Minas Gerais, Sao Paulo e Distrito Federal (MATTOS, 1977; HENDERSON,
1995).

[.2.1.2. Género Syagrus

O género Syagrus (Arecaceae) é endémico da América do Sul, tem centro de
diversidade entre os estados brasileiros da Bahia e Minas Gerais, € constituido por
42 espécies e oito hibridos naturais, dos quais sete inter-especificos e um
intergenérico (NOBLICK, 1996).

[.2.1.2.1. Syagrus romanzoffiana

Syagrus romanzoffiana (jeriva) é a espécie com a distribuicdo mais ampla do
género, ocorrendo desde a Bolivia e 0 estado brasileiro da Bahia até o Uruguai e
Argentina, sendo mais abundante no Sul e Leste do Brasil (GLASSMAN, 1987). Por
ser altamente decorativa e apresentar facilidade de transplante quando adulta, S.
romanzoffiana é a palmeira mais usada na arboriza¢ao de ruas e avenidas em todo
o Brasil (LORENZI, 1992; LORENZI et al., 1996) e também em muitos outros paises
(LORENZI, 1992). Produz palmito de boa qualidade, sendo uma das espécies
indicadas para a producdo deste alimento (BERNACCI et al., 2008). E planta
apicola, fornecendo pdlen e néctar para Apis mellifera L., Tetragonisca angustula
Latreille e Trigona sp., entre outras espécies de abelha (SIQUEIRA, 1989; SOUZA et
al., 1993). A polpa do fruto é comestivel e apreciada pelo homem e por animais
(SANCHOTENE, 1989), os frutos e as folhas servem como alimento para o gado. Os

frutos sdo drupas ovaladas com diametro aproximado de 2,5 cm, com exocarpo
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macio e endocarpo duro. Individuos desta espécie produzem frutos durante todo o

ano e, normalmente, dois cachos em cada vez (GALETTI, 1992).
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PARTE 1

Determinacao de elementos minerais nos mesocarpos das

espécies Butia capitata, Butia lalemantii e Syagrus romanzofiiana







[.3. Introducéo

Os nutrientes minerais constituem um grupo de elementos largamente
distribuido nos reinos animal e vegetal onde s&o encontrados sob diversas formas
(carbonatos, oxidos, sulfatos), concentragdes variadas e proprias. Grande numero
destes compostos € considerado elemento essencial por serem indispensaveis para
o crescimento e desenvolvimento normais de plantas, animais e humanos (HE et al.,
2005).

Estes elementos agem regulando diversas fungdes do organismo humano.
Podem atuar como catalisadores em sistemas enzimaticos, como cofatores que
regulam a atividade de diversas enzimas e/ou representar partes integrantes de
compostos organicos como o ferro na molécula de hemoglobina, o iodo na tiroxina, o
cobalto na cianocobalamina, o zinco na insulina, o enxofre na biotina e tiamina.
Sendo, desta forma, elementos da nutricdo humana importantes para o crescimento,
desenvolvimento e a manutencao das fungdes e equilibrio nos tecidos corporais (AL-
AWADI e SRIKUMAR, 2000).

O grupo dos nutrientes minerais, algumas vezes também denominados de
elementos traco devido a baixa concentragdo em que estdo disponiveis
naturalmente, é constituido por 22 elementos, sendo metalicos em sua maioria (HE
et al., 2005). De acordo com a necessidade de ingestdo diaria, esse grupo é

comumente divido em:

- Macroelementos ou macronutrientes: sdo aqueles que a necessidade de ingestao
diaria é igual ou superior a 100mg. Neste grupo estdo o Calcio, Fosforo, Magnésio,

Saddio, Potassio, Cloro, Enxofre.

- Microelementos ou micronutrientes: sao aqueles que a necessidade diaria € menor
de 100mg. Este grupo abrange os elementos Ferro, Zinco, Cobre, lodo, Manganés,
Fldor, Molibdénio, Selénio, Cromo, Cobalto, Estanho, Niquel, Vanadio, Silicio e Boro
(STOREY e TREEBY, 2000; MIRDEHGHAN e RAHEMI, 2007; FRANCO, 2007).

Nao sintetizados pelo organismo, esses nutrientes minerais devem ser
adquiridos através da dieta e o seu consumo adequado € importante para a

manutencao das diversas fungdes metabdlicas do organismo. Pois, tanto a ingestao
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insuficiente quanto a excessiva é prejudicial, podendo potencialmente levar a
estados de caréncia nutricional ou representar toxicidade aos organismos
(KLASSEN e WARTKINS 11, 2001; HSU e GUO, 2002; MAIGA et al., 2005).

Frutas e vegetais sdo importantes fontes de elementos essenciais
(TAHAVONEN, 1993). Esses minerais se apresentam como componentes naturais
de grande diversidade de frutas e possuem papel especificos na manutencdo da
qualidade e determinagc&o do valor nutritivo das frutas (MIRDEHGHAN e RAHEMI,
2007).

Portanto, o conhecimento da composicido dos nutrientes minerais dos frutos
que estdo presentes na dieta se faz necessario e, desta forma, este trabalho busca
contribuir com a determinagdo da concentragdo de macro (Ca e Mg) e
micronutrientes (Mn, Fe, Cu e Zn) nos frutos de Butia lallemantii, Syagrus

romanzoffiana e em trés coletas de Butia capitata.

Magnésio (Mg) — macronutriente que faz parte da composicdo da clorofila dos
vegetais superiores, sendo, portanto, abundante em vegetais folhosos verdes

escuros, leguminosas e em nozes e améndoas.

No organismo humano, o magnésio atua como cofator de grande numero de
enzimas essenciais em diversos processos metabdlicos. E necessario para o
metabolismo energético e estda envolvido na sintese protéica. Os processos
fisiologicos de contragdo muscular e coagulagdo sanglinea sdo dependentes da
presenca de calcio e de magnésio. (SANCHEZ-MORITO et al., 1999; DIETARY,
2001).

A necessidade de ingestao diaria recomendada é de 350 mg/dia para homens
adultos e de 280 mg/dia para mulheres. A biodisponibilidade do magnésio numa
dieta balanceada esta estimada em cerca de 40 % e sua maior absorgao ocorre no
intestino delgado. A absorcao do elemento € reduzida na presencga de calcio, alcool,
fosfatos, fitatos e gorduras e é estimulada na presencga de vitamina D (CABALLERO,
1988; DIETARY, 2001; BUENO, 2008).

Célcio (Ca) — classificado como macronutriente, o célcio € o quinto mineral mais

abundante no organismo, atingindo 1,5 a 2,0 % da massa corporal. A fungao
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primordial deste elemento no organismo é a formacédo dos ossos e dentes, sendo

que estes possuem cerca de 99% da quantidade total de calcio do organismo.

Nos ossos, cerca de 90% da totalidade deste mineral, é encontrado sob a
forma de compostos da série das hidroxiapatitas. Neste tecido ha constante
deposigcao e reabsorcao de calcio, influenciadas pelo paratorménio e tirocalcitonina,
sendo que o primeiro controla a reabsor¢gdo e o segundo inibe a retirada de calcio

0sseo.

O calcio presente nos liquidos organicos possui diversas e importantes
funcgdes bioldgicas. Entre elas, estdo: participacdo em duas etapas da cascata de
coagulagdo sanguinea; juntamente com outros minerais como 0 magnésio e
potassio, exercem papel vital na excitabilidade neuromuscular; participagdo na
inducdo e transmissdo de impulsos nervos; atuagao como ativador de diversas
enzimas e possui participagao indispensavel para a absorgédo de tiamina (DIETARY,
2001; FRANCO, 2007).

As principais fontes de calcio sdo os queijos (teores chegam a 1 g%), leite,

melado e alguns vegetais como milho, feijdo, couve, brécolis (DIETARY, 2001).

Ferro (Fe) — micronutriente dos mais abundantes na crosta terrestre, existindo
largamente em sua forma trivalente como 6xido férrico ou hidroxidos ou como
polimeros. E essencial & formacdo da hemoglobina, assim como em diversos
processos bioldgicos, incluindo o transporte de oxigénio, participagdo na sintese de
DNA e transporte de elétrons na cadeia respiratéria e faz parte da composicado de
diversas proteinas (MONTEIRO et al., 2006).

As desordens no metabolismo do ferro estdo entre as mais comuns doencas
em humanos e podem levar a manifestagdes clinicas diversas, como anemia e
condigdes neurodegenerativas. Ja as condicbes toxicolégicas do ferro estéo
relacionadas, em sua maioria, com exposi¢coes agudas acidentais (geralmente com
medicamentos) e sobredoses cronicas (EISENSTEIN, 1998). As quantidades diarias
de ingestdo recomendadas para homens sdo 11 mg/dia e 15 mg/dia para mulheres
sendo que algumas das principais fontes da dieta sdo os derivados oriundos da
cana, figado, cereais, brocolis, aipim, sementes de abobora e os frutos de acai
(DIETARY, 2001; FRANCO, 2007).
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Zinco (Zn) — micronutriente que faz parte de mais de 300 processos metabdlicos
atuando como cofator enzimatico ou como componente das metaloenzimas
(FROEHLICH et al., 2006). Dentre estas, destacamos as anidrases carbodnica,
carboxipeptidase, desidrogenase lactica e as fosfatases alcalinas. A presenga deste
microelemento € essencial para o metabolismo normal e de grande valor na

protec&o das células contra radicais livres (BUENO, 2008).

Da ingestdo de zinco presente em alimentos e dietas, de 20 a 40 % séao
absorvidos. A diminuicdo da biodisponibilidade deste elemento tem sido associada
com os teores de fitatos, ferro e compostos de estruturas complexas como as fibras
(CLAYE, 1998; BUENO, 2008).

A recomendacéo de ingestao diaria para homens e mulheres adultas € de 15
e 12 mg/dia, respectivamente. As principais fontes de zinco s&o: figado, carnes,
ovos e frutas como banana, maca, abacaxi e améndoas (DIETARY, 2001; FRANCO,
2007).

Manganés (Mn) — microelemento importante para varios sistemas enzimaticos por
participar como parte destes ou por atuar como cofator enzimatico. Dentre as
reacdes nas quais esta envolvido, destacamos: formacdo de uréia; sintese dos
mucopolissacarideos das cartilagens; metabolismo de (glicidios, colesterol, e
proteinas; sintese de acidos graxos; ativagao da protrombina (DIETARY, 2001;
FRANCO, 2007).

E utilizado na terapéutica nas formas de cloreto ou sulfato, exerce
antagonismo com o ferro e o cobalto, diminuindo a absor¢cdo do ferro. Possui
biodisponibilidade baixa (3 a 12 % da ingesta oral), sendo que a recomendacgao de
ingestao diaria € de 2,0 -5,0 mg/dia para adultos e de 1,0- 1,5 mg/dia para criangas
de 1 a 3 anos de idade. As principais fontes de obtencao na dieta sdo frutas como o
péssego, damasco, ameixa, castanhas e legumes e verduras como agrido, alface e
feijao (DIETARY, 2001; FRANCO, 2007).

Cobre (Cu) — microelemento presente nas metaloenzimas e essencial para diversas
fungdes organicas, como a mobilizacdo do ferro para a sintese da hemoglobina,

sendo sua deficiéncia rara no homem, pois a quantidade nos alimentos
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habitualmente consumidos €& adequada para prover as necessidades organicas
(FRANCO, 2007).

Adultos possuem necessidade de ingestdo diaria de 1,5- 3,0 mg/dia deste
elemento, sendo que a biodisponibilidade é de 40 a 50%. As principais fontes deste
elemento sdo: farinha de soja, cacau, chocolate, amendoim, améndoas, lentilha,

favas, arroz, aveia, brocolis e carnes vermelhas (WHO, 1996; HARRIS, 1997).
[.3.1. Parte Experimental
[.3.1.1. Material vegetal

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os mesocarpos e as
améndoas de frutos maduros de trés espécies de Arecaceae. A coleta dos frutos da
espécie B. capitata foi realizada nos cultivares da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado, Embrapa, Municipio de Pelotas (RS). Devido a
possibilidade e facilidade de aquisicdo do material, para esta espécie, as coletas
foram realizadas em dezembro 2005, janeiro 2006 e abril 2007 por pesquisadores
desta instituicdo. O material vegetal referente a coleta de 2005 foi constituido de
frutos inteiros congelados. O material recebido, referente a coleta realizada em
2006, os mesocarpos e endocarpos estavam separados e congelados e a amostra

de 2007 foi constituida de frutos inteiros e frescos.

Os frutos de Butia lalemantii foram coletados em abril de 2007, no Municipio
de S&o Francisco de Assis (RS) e os de Syagrus rommanzoffiana em Porto Alegre
(RS), em setembro de 2007.

A identificacdo das espécies foi realizada pelo Botanico Dr. Marcos Sobral
(UFMG).

[.3.1.1.1. Processamento da matéria-prima vegetal

Os endocarpos e mesocarpos dos frutos de S. romanzoffiana, B. lallemantii,
B. capitata (coleta 2007) foram separados manualmente. Os mesocarpos foram
submetidos a homogeneizagédo, congelamento e liofilizacdo e améndoas foram
retiradas dos endocarpos rompidos por impacto. O mesmo procedimento foi adotado

para os frutos e polpa de B. capitata (coleta 2005) porém, para tornar possivel sua
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manipulagcado, foi necessario descongelamento parcial anterior a separacdo das

partes dos frutos.
1.3.1.1.2. Liofilizacdo e armazenamento das amostras

Os mesocarpos de todas as amostras foram divididos em frascos para
liofilizagdo cobertos com papel aluminio. Apds o congelamento desses, procedeu-se
a liofilizacdo em Liofilizador Savant MicroModulyo Boc Edwards em temperatura de
— 40 °C e pressdo de 3 x 102 mbar. Os frascos de liofilizagdo permaneceram ao
abrigo da luz durante todo o processo. O produto seco obtido da liofilizagcdo foi
reduzido em moinho de facas e acondicionado em frascos ambar, hermeticamente

fechados e armazenadas em freezer a — 20 °C até sua utilizagao.
1.3.1.1.3. Preparacao das curvas padréao

As curvas padrao dos elementos Ca, Mg, Fe, Cu, Mn e Zn foram preparadas
a partir de diluicdes realizadas de solugdes estoque de cada elemento com
concentragcbes de 1 mg/ml (Merck). Desta forma, foram obtidas seis curvas de
calibracdo, sendo que todas as concentragcdes da curva foram analisadas em

triplicata.
1.3.1.1.4. Preparacao das amostras

Os mesocarpos liofilizados dos frutos de Butia lallemantii, Syagrus
romanzoffiana e das trés coletas de Butia capitata, foram submetidos a secagem em
estufa a 105°C até peso constante. Apds a secagem, o material foi transferido para
embalagem hermeticamente fechada e armazenado em dessecador, a temperatura

ambiente, até a execugao das analises.

Para a quantificacdo dos elementos minerais, as amostras foram pesadas
(1g) em tubos do tipo Eppendorf de 2 ml. Nestes tubos, foi adicionado 1 ml de acido
nitrico P.A. previamente bidestilado e, entdo, levado ao ultrassom por 30 minutos.
Posteriormente, as amostras foram levadas a estufa a 60°C por uma hora para
digestdo. O sobrenadante foi entdo diluido em agua ultrapurificada até abranger as

concentracdes das curvas padrio.
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Foram preparadas e analisadas trés diluicdes de cada amostra e os metais
foram quantificados a partir das curvas de calibragdo. O branco consistiu de mistura

de agua ultrapurificada e acido nitrico P.A. bidestilado.
[.3.2. Equipamentos e Materiais

Para realizacado dos experimentos, foi utilizado espectrofotdmetro de absorgao
atbmica Perkin-Elmer Analyst-300, equipado com forno de grafite Perkin-Elmer
HGA-800, amostrador automatico AS-72 e software Aawinlab para a aquisi¢cao de
dados. Para quantificacdo dos elementos minerais foram utilizadas lampadas

monoelemento de catodo oco.

Os principais solventes e reagentes utilizados foram acido nitrico bidestilado
(Merck), agua ultrapurificada (Milli-Q Plus; Millipore), solugado Triton X-100 (Merck).
As solucdes padrées dos elementos minerais foram preparadas a partir de solugao

estoque 1 g/l (Titrisol®, Merck).
[.3.3. Resultados e Discusséo

Na Tabela 1.1.1 e Figuras .1.1 e 1.1.2 s&o apresentados os valores de
concentragéo para os elementos minerais Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Cu nos mesocarpos
das espécies Butia lallemantii, Syagrus romanzoffiana e das coletas de Butia
capitata realizadas nos anos de 2005 (BC 5), 2006 (BC 6), 2007 (BC 7).

Podemos observar, na Tabela 1.1.1., que as concentragdes dos elementos na
espécie S. romanzoffiana seguiram a ordem decrescente Ca > Mg > Zn > Fe > Mn >
Cu. Para B. lallemantii a sequéncia de concentragcédo dos elementos foi Ca > Mg > Fe
> Mn > Zn > Cu. Nas diferentes coletas de B. capitata observa-se que os maiores
valores de concentragdo sdo dos elementos Ca e Mg e menores para o Cu, no
entanto, os demais micronutrientes ndo obedeceram sequéncia e ordem idénticas de
concentragdes, sendo que para a coleta de 2005, a predominancia foi de Ca > Mg >
Mn > Fe > Zn > Cu; para a coleta de 2006 Ca > Mg > Zn > Mn > Fe > Cu e para a
coleta de 2007 Ca > Mg > Mn > Zn > Fe > Cu.
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Tabela I.1.1. Concentracbes médias de micronutrientes nas espécies analisadas: Butia
capitata (BC 5, BC6 e BC7), Butia lallemantii e Syagrus romanzoffiana.

Amostras Ca* Mg * Fe * Cu* Mn * Zn *
BC5 52,6 24,5 3,2 0,69 4,65 3,16
BC 6 48,2 29,3 3 1,03 4,82 12,05
BC7 50 25,1 4 0,65 4,82 4,09
B. lallemantii 72,3 67 6,31 0,92 4,82 2,91
S. romanzoffiana 139,8 26,1 4,84 0,31 4,82 6,09

* valores expressos em mg/100 g

Na Figura I.1.1. o grafico apresenta a comparacgao do teor de cada elemento nas trés
espécies coletadas no ano de 2007. As maiores variagdes de teores entre as trés espécies
foram observadas para os macronutrientes calcio e magnésio. Os teores de manganés

permaneceram inalterados para as trés espécies analisadas.

B B. capitata 7

Concentracdo (mg/100g)

80 - B. lallemantii
60 -
W S. romanzoffiana
40 A
20 -
O i

Ca Mg Fe Mn Zn Cu

Figura |. 1.1: Comparacao dos teores de minerais presentes nos mesocarpos das espécies

Butia capitata, Butia lallemantii e Syagrus romanzoffiana.

A literatura reporta estudos sobre diversas variaveis que podem influenciar
nos teores de nutrientes minerais de frutos e vegetais em geral como incidéncia de
luz, temperatura, tipo de solo, estadio de desenvolvimento da planta, adubacéo do
solo e estadio de maturacao da fruta (STOREY e TREEBY, 2000; MORENO et al.,
2003; MIRDEHGAHAN e RAHEMI, 2007). MORENO e colaboradores (2003)

demonstraram, em estudo com variaveis controladas, que a propor¢céo de N, P a K
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contida no adubo utilizado provoca alteragbes nas concentragbes de minerais em
pepinos. A variagao foi observada para macro e micronutrientes, pois os fertilizantes
possuem impurezas (micronutrientes) que contribuem significativamente para
alteragdes nos teores destes (MORENO et al., 2003). Com isso, a composi¢ao de

nutrientes minerais pode nao ser constante e nem caracteristico de uma espécie.

Para fins comparativos de quanto as variaveis mencionadas influenciam na
composi¢cdo de minerais na espécie B. capitata, foram realizadas coletas em trés
anos consecutivos. Os butiazeiros dos quais foram coletados os frutos localizam-se
proximos uns dos outros, em solo plano e, teoricamente com as mesmas condicdes
de fertilizacdo do solo. O periodo selecionado para coleta foi o inicio do
aparecimento de frutos maduros. Verificou-se que o periodo de inicio do
amadurecimento dos frutos variou bastante. No ano de 2005 a coleta foi realizada

em dezembro, em 2006 foi realizada no final de janeiro e em 2007 em abril.

Na Figura 1.1.2 sdo comparados os teores de cada elemento dessas trés
coletas. Houve variagao nos teores e a sequéncia de disponibilidade nao foi mantida
nos trés anos. As variacdes foram sutis para os elementos Ca, Mn, e Cu e mais
pronunciadas para os elementos Fe e Zn. Esses valores evidenciam as dificuldades

de elaboragao de tabelas nutricionais de alimentos como frutas.

60 -

Concentracaé mg/100g

Ca Mg Fe Mn Zn Cu

Elementos

Figura 1.1.2: Comparacao dos teores de minerais da espécie Butia capitata encontrados nas
coletas dos anos 2005, 2006 e 2007.
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A técnica utilizada para a determinac&o dos nutrientes minerais também pode
exercer influéncia sobre os resultados das analises, sendo que o método empregado
para a realizagao deste trabalho é sugerido como um dos mais seguros e também é
recomendado pela AOAC (BORDAJANDI et al., 2004; MAIGA et al., 2005).

Os valores de concentracdo de todos os elementos em todas as amostras
analisadas estdo abaixo dos niveis maximos de consumo diario sugeridos como
seguros e ideais, portanto, de acordo com os resultados obtidos sugere-se a
indicacao desses frutos alimentacido como fonte de obtengao de nutrientes minerais.
No entanto, percebe-se a necessidade de maiores estudos para se avaliar o estadio

de maturagao dos frutos e as condi¢des de cultivo mais favoraveis para o consumo.
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PARTE 2

Extracdo e andlise quali e quantitativa de 6leos volateis






[.4. Introducéo

Dentre as diversas caracteristicas atrativas e desejaveis que influenciam na
demanda de frutas tropicais e subtropicais, o0 aroma caracteristico € o mais
perceptivel pelos consumidores (PINO et al., 2001). Dentre as trés caracteristicas
sensoriais de frutas (aroma, textura e aparéncia), o aroma, em especial, se
apresenta como o maior critério para a aceitagdo de frutas em geral, pois abrange,
simultaneamente, dois sentidos humanos: olfato (aroma) e paladar (sabor),
estreitamente relacionado com a percepcéo olfativa (ECHEVERRIA et al., 2004).

O aroma esta relacionado com uma grande variedade de compostos quimicos
que possuem em comum a caracteristica de volatilidade. Dentre esses compostos

estao os oOleos volateis, principalmente os monoterpenos.

Os Oleos volateis sdo obtidos de materiais vegetais como flores, brotos,
sementes, folhas, ramos, raizes e frutas. Possuem composicdo quimica bastante
diversificada que engloba desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com nitrogénio e enxofre.
Entre estes compostos, estdo os aldeidos aromaticos, derivados mais comuns em
Oleos volateis, que também contribuem para o aroma caracteristico das frutas
(GEISSMAN e CROUT, 1969; GUIGNARD et al., 1985).

Entretanto, apesar da grande diversidade estrutural, os componentes dos
Oleos volateis podem ser agrupados em duas séries principais: a série aromatica e a
série terpénica. A série aromatica abrange os derivados do fenilpropano, oriundos do
metabolismo do acido chiquimico. Esses compostos sao formados por reagdes de
transaminagdo enzimatica da fenilalanina e da tirosina que originam os acidos
cindmico e p-cumarico, respectivamente. Ja, a série terpénica, apresenta maior
diversidade estrutural do que a série aromatica representada pelos monoterpenos,
compostos cujo esqueleto € formado por 10 atomos de carbono e pelos
sesquiterpenos, com 15 atomos, arranjados em estruturas aciclicas, monocilicas,
biciclicas e triciclicas (CANE, 1990).

A distribuicdo dos dleos volateis no reino vegetal é bastante pronunciada nas

angiospermas dicotiledbneas, sendo abundante em algumas familias como
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Lamiaceae, Myrtaceae, Lauraceae, Piperaceae, Myristicaceae. Porém, para as
angiospermas monocotiledéneas (excegao de coniferas) a presenca de 6leos néo é
profusa. A Familia Arecaceae esta entre as monocotiledbneas que possuem poucos

relatos cientificos de presenca e identificacdo de 6leo essencial.

BABASAHEB e colaboradores (2007) identificaram compostos volateis na
agua de coco (Cocos nucifera - Arecaceae), sendo que, foram identificados, entre
outros, os compostos farnesol e nerolidol em quantidades de 125,5 e 44,9 pgl/l,
respectivamente. Em outro estudo realizado com a espécie Chamaerops Humilis,
CAISSARD e colaboradores (2004) determinaram localizagdo histolégica onde
ocorre a producao e armazenamento agentes atraentes de polinizadores (terpenos)
nas folhas e flores dessa espécie. As espécies Areca triandra, Calamus gracilis,
Elaeis guineensis, Raphis excelsa, Salacca secanda foram avaliadas por GEREON
e colaboradores (2006) em relacdo a emissdao de isopreno e outros compostos

volateis para a atmosfera.
[.4.1. Parte Experimental
[.4.1.1. Material vegetal

Para a extragcao dos o6leos volateis foram utilizadas as polpas dos frutos
frescos das espécies B. capitata, S. romanzoffiana e B. lalemantii, todos coletados

no ano de 2007, nos locais descritos no item 1.3.1.1.
1.4.1.2. Obtencé&o do 6leo volatil

Polpa e endocarpo foram separadas manualmente com auxilio de |amina
cortante e, na sequéncia, as polpas foram submetidas a hidrodestilagdo em aparelho
tipo-Clevenger, durante 4 horas (Farm. Bras., 1988). A quantificagdo foi realizada
pela leitura do volume de dleo coletado em relagdo a massa de mesocarpos utilizada
para a extracdo. O 6leo obtido foi armazenado em frascos ambar hermeticamente
fechados, sob refrigeracdo, até as analises quali e quantitativas de seus

constituintes.
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1.4.1.3. Andlise quimica

Para as analises de identificacdo da composicdo quimica e quantificagao de
seus constituintes, o dleo foi diluido a 2% (v/v) em éter etilico, seguido por analise

por cromatografia a gas.

Para a execugado das analises foi utilizado aparelho cromatografo a gas
Shimadzu GC17-A acoplado a detector de massas GC/MS - QPS5000. Para
separacdo dos constituintes foi utilizada coluna Durabond-DBS (John Wiley & Sons
Scientific, USA, com 25 m de comprimento, 0,25 mm de d.i., preenchida com um
filme de 0,25 pm de espessura de polidimetildifenilsiloxano contendo 5% de
grupamentos fenila). A temperatura do forno foi programada de 60 °C a 300 °C a 3
°C/min, com hélio como gas carreador a 80 kPa e fluxo de 1 ml/min. As temperaturas
do injetor e do detector foram de 220 °C e 250 °C, respectivamente. A razao de fluxo
do injetor foi de 1:20. Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio foram utilizados como
gases auxiliares, na razao de 1:1:10, respectivamente. A composicao percentual foi

obtida por integragao eletrénica utilizando software CR10 (Shimadzu).

A identificagcao dos constituintes do d6leo volatil foi conduzida por comparagao
de seus indices de retencéo (indice de retencdo relativo) e respectivos espectros de
massa com dados da literatura (ADAMS, 2001), ou, ainda, em bancos de dados
como NIST 12 e NIST 62 — National Institute of Standars and Technology, Kyoto,

Japao.

Para o céalculo do indice de retencdo relativo () foi utilizada a seguinte

equacao:

| =100z +100 (,t'RX “Ce)

R(z+1)" Rz
Onde:
Zz = numero de carbonos do composto com menor peso molecular;
t'rRx = tempo de retengéo do composto X, sendo t’rx intermediario entre t'rz e t'riz+1);

trz © trz+1) = tempos de retengdo ajustados de alcanos de cadeia normal.
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|.4.2. Resultados e Discussao

Ao final do tempo estabelecido para as extracbes, apenas a espécie B.
capitata apresentou 6leo volatil. Na tabela 1.2.1 estdo representadas as quantidades
utilizadas, em gramas, de polpa das espécies S. romanzoffiana, B. capitata e B.
lalemantii e a quantidade de 6leo volatil. A quantidade relativa de cada constituinte
identificado esta sumarizada na Tabela 1.2.2.

Tabela 1.2.1.: Representagdo da quantidade de material vegetal utilizado de cada espécie e a
quantidade de éleo obtido.

Espécie Massa de material vegetal (g) Rendimento da extracédo (ml)
B. capitata 155,1 <0,
B. lalematii 455 n.d*
S. romanzoffiana 15,0 n.d.*

*n.d. (n&o houve deteccgéo de 6leo volatil).

Tabela 1.2.2.: Composi¢ao percentual relativa dos constituintes volateis de B. capitata

Constituintes IK* Teor percentual
Alfa-humuleno 1454 1,6
Alfa-muuroleno 1495 2,1
Beta-cariofileno 1418 12,2
Beta-elemeno 1391 1,5
Biciclogermacreno 1494 20,1
Espatulenol 1571 2,5
Gama-cadineno 1527 1,6
Germacreno D 1580 8,2
Oxido de cariofileno 1569 2.6
Acido hexadecanoico 1963 36,4
Compostos nao identificados 12,0
Total de identificados 88,8

*Indice de Kovats em coluna DB5

O componente majoritario do 6leo foi o acido hexadecanadico (acido palmitico)
que também se mostrou presente no d6leo fixo extraido da polpa desta espécie. Esse

acido graxo pode ser relacionado com a palatabilidade das frutas (de CASTRO et
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al., 2004). Na forma livre ou como éster etilico, este composto também contribui
para o aroma da frutas (GALLART et al., 1997)

O biciclogermacreno, com 20,1%, € o segundo componente em maior teor,
onde pesquisas demonstram que este composto tem sido associado a atividade
antifungica e antimicrobiana (da SILVA et al., 2007). O B-cariofileno (12,2 %) tem
sido citado na literatura por possuir diversas atividades biolégicas, dentre as quais
destacam-se a acao antimicrobiana sobre Escherichia coli, Baccillus megathecium e
Candida albicans, espasmolitica, antiedematogénica e moderada atividade
antimalarica sobre as formas intraeritrocitarias do Plasmodium falciparum
(Suyenaga, 1997). Além disso, possui aroma herval adocicado (OSORIO et al.,
2006; ALMEIDA et al., 2005; da SILVA et al., 2004).

O alfa-humuleno (1,6 %) é caracterizado pelo aroma “green” (OSORIO et al.,
2006) e sua propriedade antiinflamatéria tem estado em evidencia atualmente
devido a composicdo deste como ativo do medicamento fitoterapico ACHEFLAN®,
utilizado com antiinflamatério de acéo local. O teor deste composto no d6leo de
Cordia verbenaceae DC, é preconizado em 2,3-2,9% (ANVISA, 2008).

As espécies Butia lalemantii e Syagrus romanzoffiana ndo apresentaram
O6leos na extragao realizada. Além de ndo ser comum relatos na literatura de
presenca de 6leo volatil para espécies da familia Arecaceae, a quantidade de fibras
e resinas na polpa fresca de S. romanzofiiana dificultou de forma profunda a

extracdo, impedindo a obtencgao de 6leo por este método extrativo.

Além disso, aroma das frutas € influenciado por diversos fatores, incluindo
estadio de maturagdo, concentracbes atmosféricas de oxigénio e didxido de
carbono, tempo de estocagem, bem como variagdes sazonais, climaticas (HANSEN
et al., 1992).
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PARTE 3

Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais e
avaliacdo do perfil cromatografico dos mesocarpos das espécies

de Arecaceae






[.5. Introducéo

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias,
como fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas e apresentam grande diversidade
estrutural. O grupo dos flavondides e dos acidos fendlicos sdo os de maior
ocorréncia entre os metabolitos secundarios presentes em frutas (SENEVIRATE et
al., 2008).

Os compostos fendlicos estdo relacionados com importantes funcdes
fisiologicas e morfolégicas nos vegetais, como defesas contra estimulos agressivos,
alelopatia, sinalizacdo hormonal entre outros (CARVALHO et al., 1999). Nos
sistemas biologicos exibem muitas acdes como antiinflamatoria, antialérgica,
antibacteriana, cardioprote¢cdo e agao antioxidante (HAVSTEEN, 2002; PAYER et
al., 2006).

Na Familia Arecaceae estudos exploratorios da presencga e identificacdo de
compostos fendlicos ndo sdo abundantes. No entanto, para frutas com grande valor
econdmico e nutricional agregado como o0 coco e O agai sao reportadas

identificacbes desses compostos.

Nos extratos aquosos e purificados por particao com acetato de etila, através
de analise por LC/MS foram identificados catequina, e epicatequina (4—2) em
Cocos nucifera Linn. variedade typical (coco). Esses extratos se apresentaram
fortemente ativos frente a Leishmania amazonensis (MHO/BR/76/Ma-5) na
concentracdo de 10 ug/ml, apés 60 minutos de incubacdo (MENDONCA-FILHO et
al., 2004).

Posteriormente SEVERATNE e colaboradores (2006) investigaram a
presenca de fendis na agua de coco e identificaram também, com o auxilio de
LC/MS os compostos: acido caféico, acido p-cumarico, acido ferulico e catequina.
Muitos compostos com espectro de ultravioleta comum a flavonoides e acidos
fendlicos permaneceram sem identificagdo devido a complexidade do cromatograma

e padroes de fragmentagdes desconhecidos.
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SCHAUS e colaboradores (2006) identificaram os esterdides beta-sitosterol,
campestrol e estigmasterol e os flavondides homorientina, orientina, isovitexina,
escoparine, taxifolina desoxiesose nos frutos de acai (Euterpe oleraceae Mart.).
Outros 7 compostos com absorgdes no UV tipicas de flavondides tiveram a
identificacado realizada por LC/MS (SCHAUS et al.,, 2006). Nesta mesma espécie,
GALLORI e colaboradores (2004) ja haviam identificado no extrato hidroalcoolico
dos frutos liofilizados os compostos homorientina, orientina, isovitexina e taxifolina
desoxiose (Figura 1.2.1), em analises por LC/DAD e LC/MS. Estes pesquisadores
também nao conseguiram identificar a maioria dos compostos presentes no
cromatograma (GALLORI et al., 2004).

OH OH
OH
HO 0
RO,
R=H & R1= agicar tetrazdlico GLC
ou R1= H e R= aglcar tetrazdlico
oP OH [+]
OH ©
Taxifolina deoxiesose Isovitexina

OH

OH

HO o

GLC

OH o

Orientina Homorientina

Figura 1.2.1: Representacdo das estruturas da taxifona deoxiesose, isovitexina,

orientina e homorientina.

MANSOURI e colaboradores (2005) investigaram a composi¢do do extrato
metandlico dos frutos de Phoenix dactylifera, os quais sdo muito apreciados pela
populacdo africana. Analises em LC/MS permitiram identificar trés isbmeros do acido
5-O-cafeoilchiquimico, acido sinapico, acido cindmico, coumaroilquinico. Outros 13

compostos fendlicos permaneceram sem identificagdo (MANSURI et al., 2005).
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Estudos que utilizam extratos padronizados em teor de polifendis totais e
obtidos a partir de frutas sdao numerosos e tem sido o ponto de partida para
screening da espécie e investigacdo de atividades bioldgicas e farmacoldgicas
(BALDIOLI et al., 1996; ARAUJO et al., 2002; TALCOTT et al., 2003; TACOLOQV et
al., 2003; HASSIMOTTO et al., 2005; MANSOURI et al., 2005; POZO-INSFRAN et
al., 2006; SCHAUSS et al., 2006). A quantificacdo espectrofotométrica de compostos
fendlicos totais € realizada utilizando diversas técnicas, todavia, as que utilizam o
reagente de Folin-Ciocalteau figuram entre as mais extensivamente utilizadas (HOU,
et al., 2003; VALKO et al., 2003; BONOLI et al., 2004; NACZK et al., 2004; SOUZA
et al., 2007).

[.5.1. Parte Experimental
[.5.1.1. Equipamentos e materiais

Foram utilizados solventes de grau analitico: metanol, etanol, hexano e acido
trifluoacético (TFA) (Nuclear, Vetec, Quimex, Synth) e grau cromatografico: metanol
e acetonitrila (Merck) e reagente de Folin-Ciocalteau (Fluka). Foi utilizada agua

deionizada ou ultrapurificada (Milli-Q,Millipore) no preparo de solugdes.

Entre os equipamentos utilizados estdo espectrofotdmetro Hewlett Packard
UV-VIS modelo HP 8452-A e cromatografo Waters 2690 acoplado a detector de
arranjo de diodos Waters 996.

Os padrdes auténticos de rutina, quercetina, hiperosideo, quercetrina, acido
clorogénico e acido caféico, provenientes da Fluka, Sigma e Merck foram utilizados

para fins comparativos nas analises cromatograficas.
[.5.1.2. Determinagé&o do teor de umidade dos mesocarpos liofilizados

Trés amostras de 1,0 g dos mesocarpos liofilizados (preparados conforme
item 1.3.1.3), exatamente pesados, foram analisados em triplicata, utilizando balancga
acoplada a sistema de secagem por irradiagao infravermelho (termobalanca - marca
Top Ray). A temperatura foi programada, com rampa de aquecimento, para 105 °C.
As amostras foram homogeneamente distribuidas em pratos de aluminio

previamente dessecados em estufa (105 °C/1 hora). Os resultados foram fornecidos
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pelo equipamento em perda de massa percentual e foi calculada a média e desvio

padrao para a triplicata.
1.5.1.3. Preparo da solucédo extrativa para a analise do teor de polifendis totais

Para a obtengdo da solugdo extrativa, 2 g de polpa liofilizada (conforme
descrito em 1.3.1.3.) foram submetidas a decocg¢ao a 95 °C com 150,0 ml de agua,
durante 30 min. Apos o resfriamento em agua corrente, a solugdo extrativa foi
transferida para baldo volumétrico de 250,0 ml e o volume completado com agua. A
solugéo foi filtrada em papel filtro e os primeiros 50,0 ml desprezados (Ph. Eur.,
2002).

1.5.1.4. Determinacgéo dos polifendis totais

A determinagdo dos polifendis totais foi realizada conforme descrito no
Método Geral para quantificagdo de taninos da Ph. Eur. (2002). Para tal, 5,0 ml da
solucao extrativa, preparada conforme descrito o item 1.5.1.3., foram diluidos a 25,0
ml com agua destilada. Em baldo volumétrico de 25,0 ml foram adicionados: 3,0 ml
de reagente Folin-Ciocalteau, 10 ml de agua destilada, 2 ml de solugdo extrativa
diluida e solucado de carbonato de sddio a 20 % q.s.p.. A leitura da absorvancia foi
realizada em 760 nm, 30 minutos apo6s a adigdo do reagente oxi-redutor. O branco
constituido por 2,0 mL de agua destilada, 3,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteau
em agua destilada q.s.p. 25,0 mL. As operagdes de extracdo e diluicdo foram

realizadas com protecao da luz.

A possibilidade de saturagdo do reagente de Folin-Ciocalteau em
determinacdes de fenois foi observada por MARTINS (1998). Embasados nisso e
sabendo que frutas frequentemente apresentam elevados teores de polifendis totais,
utilizamos o liofilizado da espécie B. capitata (coleta 2006) e quantidade de 0,5, 1, 2,

3, 4 e 5 ml de reagente de Folin-Ciocalteau para verificarmos qual a quantidade ideal

deste a ser utilizada.

O calculo de determinacéao do teor de polifendis totais foi realizado levando-se
em consideragao a absortividade molar do pirogalol, absorvancia da amostra, massa

de material vegetal utilizada e teor de umidade desta (Ph. Eur. 2002). Os ensaios
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foram realizados em ftriplicata e os valores expressos em g % de pirogalol e

avaliados através de ANOVA.

[.5.1.5. Preparacdo dos extratos metandlicos para avaliacdo do perfil

cromatografico

Os extratos metandlicos foram preparados segundo TSAI (2007). A 5 g de
liofilizado, foram adicionados 100 ml de Metanol P.A. e em seguida levados a
agitador mecanico orbital durante 24 horas. Decorrido o tempo da extragdo, a
solugéo foi filtrada e o solvente eliminado em evaporador rotatério a vacuo com
temperatura de 40 °C. Os extratos obtidos foram armazenados em dessecador, sob
protecdo da luz, até a realizacdo das analises por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

O teor de polifendis totais, utilizando 0,5 g deste extrato, também foi avaliado,

seguindo a técnica descrita no item 1.5.1.4.
[.5.1.6. Andlise cromatogréfica

O sistema cromatografico foi desenvolvido em cromatografo Waters 2690
acoplado a detector de arranjo de diodos Waters 996 (200 a 400 nm), coluna
analitica Phenomenex Luna Cqg (5 pym; 4,6 x 150 mm d.i.), pré-coluna Lichrospher
Merck (37-55 ym; 4,0 x 10,0 mm d.i.), e volume de injegao foi de 10 ul. Todas as
amostras foram ressuspendidas em 2,0 ml de metanol e previamente filtradas em
membrana filtrante hidrofébica (0,45 pm; 13 mm HV-Durapore; Millipore). A fase
movel foi composta de H,O:MeOH:TFA (95:5:0,08) na via A e MeOH/TFA (100:0,08)
na via B, filtradas com membrana filtrante (0,45 um; Millipore) e desaeradas em
banho de ultra-som. O gradiente de eluicdo selecionado para o desenvolvimento dos

cromatogramas esta representado na Tabela 1.3.1.

47



Tabela 1.3.1.: Sistema em gradiente linear utilizado para desenvolvimento do método de
CLAE.

Tempo (min.) Fluxo (ml/min.) Via A (%)
0 0,5 95
8 0,5 75
30 0,4 64
35 0,4 61
70 0,5 40
75 0,5 15
77 0,5 5
80-85 0,5 0

|.5.2. Resultados e Discussao
I.5.2.1. Polifendis totais

A figura 1.3.1 apresenta os valores de reagente utilizados e sua influéncia no
teor de polifendis calculados. Esta determinacao foi realizada para verificar se néo
ocorria a saturagédo reagente pela amostra. Foram testados volumes crescentes do
reagente Folin-Ciocalteau frente a volumes fixos da solugdo extrativa preparada
conforme o item 1.5.1.3. e obtida a partir do liofilizado de B. capitata coleta de 2005.
Os volumes de 3 e 4 ml de reagente nao apresentaram diferenga significativa (p <
0,5). Portanto, o volume de 3 ml de reagente foi utilizado para a determinagcdo do
teor de polifendis de todas as espécies, tendo em vista que a coleta de 2005

apresentou o maior teor de polifendis totais.

2,1+

1,8
1,5 4
1,2 4
0,9 -

0,6 -

Teor de polifendis totais (%9

0,3 A

AN\

0,5 1 2 4 5

Volume de reagente (ml)

Figura 1.3.1: Determinagao do volume de Folin-Ciocalteau para a realizagao da quantificagao
de polifendis.

Os resultados obtidos na determinacdo dos fendis totais (FT), utilizando

amostras liofilizadas, pelo método de Folin-Ciocalteau, expressos em g % de
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pirogalol sdo apresentados na Figura 1.3.1. A espécie Butia capitata apresentou
maior teor de FT em relagdo as outras espécies. O menor teor de FT foi apresentado

pela espécie S. romanzoffiana.

(%)

Teor de polifendis totais g

B. capitata B. lalemantii S. romanzoffina

Espécies

Figura 1.3.2.: Teor de polifendis totais determinado nas espécies Butia capitata, Butia
lalemantii e Syagrus romanzoffiana.

Os teores de FT para as trés coletas da espécie B. capitata estdo
representados na Figura 1.3.2 na qual podem ser observadas diferencas
significativas nos teores desses compostos. Variagdes nos teores de metabdlitos
secundarios em funcdo das condi¢cdes edafoclimaticas sao bem descritas na
literatura o que pode justificar a diferenga encontrada nos teores, uma vez que as
coletas ndao foram realizadas na mesma época, devido ao fato de variacdes

climaticas acarretarem o amadurecimento dos frutos em épocas distintas.
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Figura 1.3.3.: Variacao do teor de polifendis totais nas diferentes coletas de B. capitata

Os teores de FT para extratos metandlicos das trés espécies, preparados

conforme descrito no item 1.5.1.5, estdo representados na Tabela 1.3.2. O extrato da
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espécie B. capitata apresentou maior teor em relacdo as demais. Este ensaio foi
realizado com estes extratos metandlicos pois os valores obtidos foram utilizados no

Capitulo 1, referente aos ensaios farmacoldgicos.

Tabela 1.3.2.: Teor de polifenodis totais nos extratos de Butia lallemantii, Syagrus

romanzoffina, Butia capitata coletados em 2007.

Espécie Teor de polifendis totais de pirogalol (g %)
Butia lallemantii 4,85+ 0,08
Syagrus romanzoffina 3,36 £ 0,08
Butia capitata 495+0,1

1.5.2.2. Avaliac&o do perfil cromatografico dos extratos metandlicos

Para a determinagcdo do sistema ideal para a avaliagdo do perfil
cromatografico das amostras de Butia capitata (coletas 2005, 2006 e 2007), Butia
lallemantii e Syagrus romanzoffina foram testados sistemas isocratico e gradiente de
eluicdo, diferentes composicdes de fase movel, bem como colunas cromatograficas
de diferentes especificagbes. O sistema cromatografico selecionado, descrito no
item 1.5.1.6. se mostrou mais adequado para a visualizagdo dos constituintes dos

extratos.

Apos a obtengao dos cromatogramas, foi possivel a constatacdo da presenca
de compostos pertencentes as classes de acidos fendlicos e flavondides, como
esperado, devido a realizacdo prévia da quantificacdo através de técnica
espectrofotométrica de oxi-reducdo. Sendo assim, foram selecionados os
comprimentos de onda de 320 nm para avaliagao dos acidos fendlicos e 360 nm
para os flavondides, pois nestes, os cromatogramas apresentaram picos com maior

intensidade de absorcao.

Na Figura 1.3.4 e Figura 1.3.5 observa-se a sobreposigao dos cromatogramas
obtidos com os extratos das trés coletas de frutos da espécie Butia capitata no

comprimento de onda de 320 nm e 360 nm, respectivamente.
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Figura 1.3.4.: Sobreposi¢cao de cromatogramas de extratos de B. capitata (coleta 2005, 2006
e 2007) no comprimento de onda de 320 nm — regido de &cidos fendlicos (- - -).
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Figura 1.3.5.: Sobreposicao de cromatogramas de extratos de B. capitata (coleta 2005, 2006
e 2007) no comprimento de onda de 360 nm — regido de flavonoides (- - -).

Apods analise do perfil cromatografico, em 320 nm, obtido para as trés coletas
observou-se a baixa variabilidade de composicdo nos diferentes anos de coleta.
Para a amostra de 2005, observou-se a maior intensidade dos picos nos tempos de
retencdo de aproximadamente 25 e 37 minutos. Por outro lado, para o exemplar de

2007 os picos nas regides de 18 a 22 e 32 a 34 minutos apresentaram maior
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intensidade em area quando comparado aos demais cromatogramas. A regiao
correspondente aos flavondides, em 360 nm, ndo apresentou variacdo entre o
numero de picos, somente foi observado maior intensidade dos picos referentes a
coleta de 2007.

Buscando maiores informacdes sobre os nucleos das classes quimicas de
acidos fendlicos e flavonodides presentes nas espécies estudadas, foram injetados
padrées de referéncia como acido caféico (Amax= 237.9/323.7) e acido clorogénico
(Amax= 242.7/328.5), representando os acidos fendlicos. Para identificacdo dos
nucleos flavonoidicos, foram injetados padrdes de referéncia de rutina, quercetrina e
isoquercetrina (Amax= 256.9/352.5), quercetina (Amax= 252.2/370.2), hiperosideo
(Amax= 256.9/356.4), luteolina (Amax= 252.2/347.7) e canferol (Amax= 266.4/365.4) para

fins comparativos (Figura 1.3.6.).

Figura 1.3.6.: Espectros de ultravioleta obtidos dos picos cromatograficos referentes aos
padrdes de referéncia (1) acido clorogénico, (2) acido caféico, (3) canferol, (4) catequina, (5)
luteolina, (6) quercetina, (7) quercetrina e (8) rutina.

Observou-se o0 maximo de absorg¢ao dos espectros de ultravioleta fornecidos

pelo detector para os picos selecionados previamente nos cromatogramas, em 320
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nm, identificando semelhangas com os padrbes de referéncia para acidos fendlicos
(Figura 1.3.7.).
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Figura 1.3.7.: Cromatograma de B. capitata, com regido de 5 a 45 minutos ampliada,
observado no comprimento de onda de 320 nm — derivados de acidos fendlicos.

O cromatograma avaliado em 320 nm, apresentou 8 picos de substéncias que
possuem correlagdo com o nucleo de acidos fendlicos. Considerando os maximos
de absorcéao e perfil de espectro ultravioleta do acido clorogénico e do acido caféico,
6 destes picos (18.978 min.; 18.356 min.; 23.418 min.; 27.238 min.; 34.093 min.;
36.345 min.) apresentam similaridade e, sendo assim, possibilidade de serem
derivados destas substancias. Os outros picos nos tempos de retencédo de 24.601 e
39.143 minutos também podem ser considerados derivados de outros acidos
fendlicos. A sobreposi¢cdo dos cromatogramas dos picos do acido clorogénico e
caféico com aqueles obtidos com a amostra de B. capitata, observou-se similaridade

nos tempos de retengdo. Porém, devido ao fato da grande quantidade de picos
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cromatograficos observados na mesma regiao, a resolugdo do cromatograma foi
prejudicada impossibilitando a certeza da presengca dos padrdes. No entanto, é

possivel afirmar que existem substancias quimicas derivadas destes padrdes.

Para observagao dos flavondides, o comprimento de onda de 360 nm foi
selecionado para obtengcdo dos maximos de absor¢gdo dos picos selecionados
(Figura 1.3.8).
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Figura 1.3.8.: Cromatograma de B. capitata, com regido de 35 a 65 minutos ampliada,
observado no comprimento de onda de 360 nm — derivados de flavondides.
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Substancias com nucleo flavonoidico também foram avaliadas em 360
nm, observando a presencga de 11 picos com espectros de ultravioleta com maximos
de absorcao e perfil de espectro semelhantes aos dos padrées de referéncia
utilizados na comparagédo. A maioria das substéncias observadas apresentou dois
valores de maximos de absor¢cado (Amax= 252/356) referindo-se provavelmente a
flavondides glicosilados, bem como os outros espectros que apresentaram uma
peqguena variagao nos Amax. NO tempo de retencao de aproximadamente 61 minutos,
0 pico apresentou maximos de absorgdo semelhantes a quercetina, referindo-se
possivelmente a uma aglicona. Observando 0 Amax dos demais picos

cromatograficos, percebe-se que sao derivados de substancias de nucleo flavonol.

Realizando sobreposicdo dos cromatogramas dos picos de canferol,
catequina, luteolina, quercetina, rutina e hiperosideo com aqueles obtidos com a
amostra de B. capitata, observou-se similaridade nos tempos de retengédo. Porém,
devido a grande quantidade de picos cromatograficos, observados na mesma
regiao, com baixa resolugcao impossibilitando a certeza da presencga desses padroes.
No entanto, é possivel afirmar que existem substancias quimicas derivadas destes

padrdes e de outras substancias com nucleo flavonol.

A Figura 1.3.10. esta apresentando cromatograma da amostra proveniente da
espécie Butia lallemantii, observado em 320 nm. As figuras 1.3.9 e 1.3.10 séao
referentes a ampliagdo das regides referentes a acidos fendlicos e aos flavondides

(320 e 360 nm, respectivamente).
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Figura 1.3.11: Cromatograma de B. lallemantii, com regiao de 35 a 65 minutos ampliada,
observado no comprimento de onda de 360 nm — derivados de flavondides.

O cromatograma do extrato de B. lallemantii avaliado em 320 nm, apresentou

4 picos de substancias que possuem correlacdo com o nucleo de acidos fendlicos.

Considerando os maximos de absorcdo e perfil de espectro ultravioleta do acido

clorogénico, 3 destas substancias (18.328 min,;

27.327 min

36.606 min.)

apresentam similaridade e, sendo assim, possibilidade de serem derivados destes

compostos. Porém, ndo € possivel confirmar presenca por ndo termos observado a

banda tipica destes compostos em, aproximadamente, 240 nm. O pico no tempo de

retencdo de 24.570 minutos também pode ser considerado derivado de outros

acidos fendlicos.
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A sobreposicao dos cromatogramas dos picos do acido clorogénico e caféico
com aqueles obtidos com a amostra de B. lallemantii, observou-se similaridade nos
tempos de retencdo. Porém, o espectro de ultravioleta referente as substancias em
questdo nao foram idénticos, o que nao descartaria a possibilidade de ser um

derivado de acidos fendlicos.

Substancias com nucleo flavonoidico também foram avaliadas em 360 nm,
observando a presenca de 10 picos com espectros de ultravioleta com maximos de
absorcéao e perfil de espectros semelhantes aos dos padroes de referéncia utilizados
na comparag¢ao. A maioria das substancias observadas apresentou dois valores de
maximos de absorgcado proximos aos valores de 256/356 referindo-se provavelmente
a flavondides glicosilados. No tempo de retencdo de aproximadamente 61 minutos, o
pico apresentou maximos de absor¢do semelhantes a quercetina, referindo-se
possivelmente a uma aglicona. Observando 0 Amax dos demais picos

cromatograficos, percebe-se que sao derivados de substancias de nucleo flavonol.

A sobreposicdo dos cromatogramas dos picos de canferol, catequina,
luteolina, quercetina, rutina e hiperosideo com aqueles obtidos com a amostra de B.
lallemantii, observaram-se similaridade nos tempos de retengcdo, mas a baixa
resolugdo do cromatograma impossibilitou a certeza da presenca dos padrées. No
entanto, é possivel afirmar que existem substancias quimicas derivadas destes

padrdes e de outras substancias com nucleo flavonol.
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Figura 1.3.12.: Cromatograma obtido com amostra de S. romanzoffiana, no comprimento de
onda de 320 nm.
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Figura 1.3.13.: Cromatograma de S. romanzoffiana, com regido de 5 a 50 minutos ampliada,
observado no comprimento de onda de 320 nm — derivados dos acidos fendlicos.
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Figura 1.3.14.: Cromatograma de S. romanzoffiana, com regiao de 35 a 70 minutos
ampliada, observado no comprimento de onda de 360 nm — derivados dos flavonéides.
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O cromatograma avaliado em 320 nm, apresentou 9 picos de substancias que
possuem correlagdo com o nucleo de acidos fendlicos. Considerando os maximos
de absorgdo e perfil de espectro ultravioleta do &acido clorogénico, 5 destas
substancias (22.798 min.; 23.646 min.; 27.400 min.; 34.220 min.; 36.665 min.)
apresentam similaridade e, sendo assim, possibilidade de serem derivados destas
substancias. Porém, ndo observamos a banda caracteristica em, aproximadamente,
240 nm. Os outros picos nos tempos de retencdo de 24.821, 32.482, 37.358 e
39.485 minutos também podem ser considerados derivados de outros acidos

fendlicos.

Substancias com nucleo flavonoidico também foram avaliadas em 360 nm,
observando a presenga de 9 picos cromatograficos, porém somente 5 com
espectros de ultravioleta com maximos de absor¢cdo e perfil de espectro
semelhantes aos dos padrdes de referéncia utilizados na comparacao. A maioria das
substancias observadas apresentou dois valores de maximos de absorgao proximos
aos valores de 256/356 referindo-se provavelmente a flavondides. No tempo de
retencdo de aproximadamente 61 minutos, o pico apresentou maximos de absorcao
semelhantes a quercetina, referindo-se possivelmente a uma aglicona. Observando
0 Amax dos demais picos cromatograficos, percebe-se que sao derivados de

substancias de nucleo flavonol.

Realizando sobreposicdo dos cromatogramas dos picos de canferol,
catequina, luteolina, quercetina, rutina e hiperosideo com aqueles obtidos com a
amostra de S. romanzoffiana, observou-se similaridade nos tempos de retencéo.
Porém, devido ao fato da grande quantidade de picos cromatograficos observados
na mesma regido, a resolugdo do cromatograma foi prejudicada impossibilitando a
certeza da presenca dos padrdes. No entanto, é possivel afirmar que existem
substancias quimicas derivadas destes padrdes e de outras substancias com nucleo

flavonol.
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Figura 1.3.15.: Comparagdo dos cromatogramas obtidos com amostras das espécies B.
capitata, B. lalemantii e S. Romanzoffiana, no comprimento de onda de 320 nm.

Comparando os cromatogramas entre si das trés espécies estudadas
observou-se que existiu similaridade entre os perfis cromatograficos. Isto pode ser
comprovado pela presenga de picos cromatograficos com espectros de ultravioleta e
maximos de absorcdo muito préximos nos tempos de retencdo de,
aproximadamente, 24.6, 27.3 e 36.6 minutos, variando apenas em termos
quantitativos. Deve-se ressaltar que o cromatograma obtido para a espécie B.
capitata apresentou deslocamento de 0.2 minutos, aproximadamente, nos tempos

de retengéo.

As espécies B. capitata e S. romanzoffiana apresentaram maior similaridade
entre os cromatogramas quando comparados com B. lallemantii. Os picos
cromatograficos nos tempos de retencdo de, aproximadamente, 23.4, 34.1 e 39.2
minutos, nos cromatrogramas das duas primeiras espécies mencionadas,
apresentaram Amax € espectros de ultravioleta muito semelhantes, variando em
termos quantitativos. A principal diferenca entre as espécies foram os picos em 32.5

que apresenta Amax de acido fendlico.
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A presenca de 2 picos cromatograficos na regidao de 22 a 24 minutos e outro
em, aproximadamente 39 minutos para a espécie de B. capitata podem ser
considerados constituintes chave, distinguindo-a da espécie B. lallemantii. Para os
cromatogramas de S. romanzoffiana e B. lallemantii, os picos na regiao de 22 a 24

minutos, 32.5, 34.1 e 39.2 minutos poderiam diferenciar as espécies.

Outra observagédo que pode ser feita foi que o pico cromatografico no tempo
de retencdo de, aproximadamente, 18 minutos esteve presente nas trés espécies,
porém, quando observados 0s Amax Ndo foi possivel afirmar tratar-se de mesma
substancia no caso das espécies de Butia. Ja, para S. romanzoffiana, 0 Amax hao
correspondeu a derivado de acido fendlico. Este fato também pode ser observado no
pico cromatografico presente no tempo de retencdo de 32.5 minutos no
cromatograma de S. romanzoffiana e de B. capitata. No cromatograma da primeira
espécie este pico possui Amax correspondente a derivado de acido fendlico e o

mesmo pico para a outra espécie ndo possui a mesma caracteristica.
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Figura 1.3.16: Comparagao dos cromatogramas obtidos com amostras das espécies B.
capitata, B. lalemantii e S. romanzoffiana, no comprimento de onda de 360 nm.

A comparagdo dos cromatogramas de S. romanzoffiana, B. capitata e B.

lallemantii, considerando a regido correspondente aos compostos com nucleo
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flavonol, de 40 a 75 minutos, revelou que as espécies sdo muito semelhantes em
sua constituicdo. Deve-se ressaltar que o cromatograma obtido para a espécie B.
capitata apresentou deslocamento de 0.2 minutos, aproximadamente, nos tempos
de retencdo. Os picos cromatograficos nos tempos de retencédo de,
aproximadamente, 45.9, 48.5, 52.6, 56.9 e 61.2 foram observados em todos os
cromatogramas. A espécie B. capitata apresentou dois picos, com tempos de
retencdo de, aproximadamente, 48.8 e 50.8 minutos com caracteristicas de nucleo
flavonol, ausentes nas outras duas espécies. Ja, a espécie S. romanzoffiana
apresentou quatro picos caracteristicos nos tempos de retencido de,
aproximadamente, 50.1, 54.0, 58.2 e 65.3 minutos, onde somente 0 primeiro
apresentou Amax Similar a de flavondides; e a espécie B. lallemantii apresentou
somente um pico distinto das demais espécies, no tempo de retencido de 60.2
minutos, caracteristico de flavondides. Além dos picos cromatograficos que as trés
espécies apresentaram em comum, B. capitata e B. lallemantii apresentaram quatro
picos em comum, nos tempos de retengao de, aproximadamente 45.3, 53.2, 53.8 e

55.9 minutos com espectro de UV caracteristico de flavondides.

Entre os picos cromatograficos que estdo presentes nos trés cromatogramas,
algumas observagdes podem ser inferidas. O unico pico cromatografico com Amax €
espectro de absorcio idéntico nas trés espécies foi o que apresentou tempo de
retencdo de, aproximadamente, 45.9 minutos com Amax de 256/356, tratando-se de,

provavelmente de um flavondide contendo molécula(s) de agucar em sua estrutura.

No cromatograma referente a S. romanzoffiana foi possivel observar que,
entre os picos que foram considerados comuns as trés espécies, aquele que
apresentou tempo de retencao de 48.5 minutos, possivelmente pode pertencer a
classe de acidos fendlicos, o que o diferenciaria do mesmo pico encontrado nos
cromatogramas das outras espécies mesmo apresentando tempo de retengao
similar. Também pode-se inferir que o pico cromatografico que estava presente no
tempo de retencdo de, aproximadamente 61.2 minutos, nos trés cromatogramas
pode ser correspondente a um flavondide glicosilado semelhante a estrutura quimica

da quercetina.
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PARTE 4

Obtencéo, transesterificacdo e andlise de 6leos fixos






[.6. Introducéo

Nos ultimos anos o interesse por 6leos e gorduras bem como por suas fontes
tem se mostrado crescente. Esta tendéncia pode ser atribuida principalmente ao fato
desses materiais serem obtidos de fontes naturais e empregados como importantes
matérias-primas para as industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias.
Mundialmente €& estimada uma produgcdo anual de O6leos e gorduras de
aproximadamente 100 milhdes de toneladas (GUNSTONE, 1999; DE CASTRO et al.,
2004).

Quimicamente, os 6leos se caracterizam por serem misturas de glicerideos
que, por sua vez, sao estruturas formadas pela associagao quimica entre o glicerol e
uma, duas ou trés moléculas de acidos graxos. Os triglicerideos (glicerol ligado a
trés acidos graxos) sdo os componentes mais expressivos de Oleos vegetais,
chegando a valores proximos a 100 % da massa do 6leo. Desta forma, diferengas
estruturais dos triglicerideos determinam a identidade dos oleos bem como as
propriedades quimicas, fisicas e nutricionais destes (FERNANDEZ-MOYA et al.,
2000; de CASTRO et al., 2004;).

As diferentes estruturas dos triglicerideos derivam das possibilidades de
combinagdes do glicerol com os acidos graxos esterificantes bem como pelas
caracteristicas da cadeia hidrocarbonada desses acidos. Os acidos graxos podem
ser divididos em dois grandes grupos: os insaturados e os saturados. Ainda, dentro
deste grupo de insaturados existem subclassificagdes de acordo com o numero de
insaturagdes: monoinsaturado (uma ligagcao dupla) ou poliinsaturados (duas ou mais
ligagbes duplas). Estruturalmente um acido graxo € composto por cadeia
hidrocarbonada que pode variar de 4 a 24 atomos de carbono com um grupo
carboxilico (HO-C=0) ligado a um extremo da cadeia e um grupo metilico (CHs3) no
outro. De acordo com o tamanho desta cadeia hidrocarbonada podem ser
classificados em acidos graxos de cadeia curta (4 a 6 atomos de carbono), acidos
graxos de cadeia média (8 a 12 carbonos) e acidos graxos de cadeia longa (mais de
12 atomos de carbono) (FRANCO, 2007). Desta forma, a diversidade estrutural de
acidos graxos disponiveis para a esterificagdo em cada um dos trés sitios de ligacao
do glicerol da origem as diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais de

cada dleo.
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Oleos e gorduras tém um papel fundamental na alimentacdo humana:
contribuem para a palatabilidade dos alimentos, proporcionando sabor, odor e
textura, além estarem relacionados a sensacéo de saciedade (SALEM, 1999); séo
fontes de obtencéo de energia; agem como veiculo para as vitaminas lipossoluveis,
como A, D, E e K; sao fontes de acidos graxos essenciais como o linoléico,
linolénico e araquidénico (GURR, 1996). Além disso, possuem fung&o estrutural por
serem componentes das membranas celulares, participando, desta forma, da
manutengdo da integridade, forma, flexibilidade e permeabilidade celular
(LEHNINGER, 2006).

Nos processos fisiologicos, os lipidios da dieta s&o indispensaveis para o
funcionamento dos orgédos e tecidos por estarem diretamente envolvidos em
processos como a producao de eicosanoides, mediadores do processo inflamatario.
Os acidos graxos essenciais também participam da manutengao da parede vascular,
nas respostas imunes (FRANCO, 2007) e possuem acdo antiinflamatéria. Sendo
assim, fontes ricas destes compostos tém sido utilizadas como complemento
nutricional no tratamento de doencas como artrite, asma e alergias (HENRY et al.,
2002). Além disso, os acidos graxos insaturados tém sido associados a diminuigao
na incidéncia de doencas como cancer, esclerose multipla e Ilupus, tendo, desta
forma, a ingestdo recomendada (MONTAUNG et al., 1999; JIANG et al., 2000).

Nas industrias farmacéutica e quimica, os 6leos vegetais sdo importantes
matérias-primas para a produgao de formulagdes cosméticas, produtos de higiene e
beleza, xampus, sabonetes, bases lipofilicas bem como para a obtengao de acidos
graxos importantes como acido laurico. Os 6leos que possuem elevados teores de
acido laurico, também chamados de 6leos lauricos, possuem grande demanda nas
industrias quimicas e de alimentos por serem caracterizados pela estabilidade a
oxidagao, baixo ponto de fusao, formam emulsdes bastante estaveis e sao utilizados
como fonte de obtencdo de acido laurico, utilizado como ponto de partida para a

producéo de derivados surfactantes, emulsificantes e tensoativos (MAAG, 1984).

Os ¢6leos sao normalmente extraidos de sementes ou pericarpos de frutas
onde sao encontradas na familia Arecaceae o maior numero de espécies oleiferas.
Também, nesta familia, encontram-se as espécies consideradas como as maiores

produtoras de O6leos lauricos como o coqueiro, dendezeiro, babacu murumuru
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(MAMBRIN et al., 1997; FILHO et al., 2000; BORA et al., 2003; IBGE, 2006 ; AZEES,
2007).

Na Tabela 1.4.1 € apresentado a composi¢cado de acidos graxos dos oOleos das
espécies Buriti - Mauritia flexuosa L. (ABREU et al., 2004); Murumuru - Astrocaryum
murumuru Mart (MAMBRIN et al., 1997); acgai - Euterpe oleraceae Mart. (SCHASS et
al., 2006); dendé — Eliaes guineensis (BORA et al., 2003); coco - Cocos nucifera
(AZEES, 2007); babacgu - Orbignya phalerata (ABREU et al., 2004), pertencentes a
familia Arecaceae e conhecidas como produtoras de 6leos (BORA et al., 2003). Ao
contrario dos 6leos de coco, murumuru, babacu e das sementes de dendé que se
caracterizam pela presenga majoritaria de acidos graxos saturados, o 6leo da polpa
de dendé, agai e buriti possuem, predominantemente, acidos graxos insaturados em

sua composigao.

Tabela 1.4.1.: Representagao de acidos graxos presentes no 6leo de espécies de palmeiras.

Constituintes Murumuru Babacu Coco Dendé® Dend&” Acai Buriti
Saturados

Ac. capréico (C6:0) - - - n.i.x 0,11 tre* -
Ac. caprilico (C8:0) 1,85 4,5 2,39 3,09 tre* tr* n.i.*
Ac. caprico (10:0) 1,85 5 4 3,37 tre tre n.i.*
Ac. laurico (C12:0) 47,46 50 40,95 53,2 tre= tre n.i.*
Ac. miristico (C14:0) 26 16 23,27 19,3 0,53 0,2 -
Ac. palmitico (C16:0) 6,78 10 13 10,35 36,9 24,1 16,3
Ac. estearico (C18:0) 2,65 2 11 2,34 4,68 4,3 1,3
Monoinsaturados

Ac. palmitoléico (C16:1) n.i.* n.i.* n.i.* 0,19 0,21 tre* 0,4
Ac. oléico (C18:1) 12,56 14 3,96 5,5 4529 56,2 79,2
Ac.gadoleico (C20:1) n.i. n.i. - 0,09 0,14 tre= n.i.*
Poliinsaturados

Ac. linoléico (C18:2) 2,87 5 n.i.» 0,61 10,69 12,5 16
Ac. linolénico (C18:3) n.i.” n.i.* n.i.” n.i.” 0,27 tre 1,3
Ac. araquiddnico (C20:4) n.i.* n.i.* n.i.* 0,15 0,36 tre* n.i.*
@ Semente

b Polpa

*n.i.. composto nado identificado na amostra
** tr: elemento presente em tragos (< 0,1 %)

A cromatografia a gas tem sido o método de escolha para a determinagéo da
composicao de acidos graxos em oleos. No entanto, a analise direta dos 6leos por
esta técnica é dificultada pelas caracteristicas proprias de lipidios como a alta
polaridade, baixa volatilidade e grande tendéncia a formar pontes de hidrogénio.

Com isso, técnicas como a transesterificacdo prévia das amostras se fazem
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necessarias, tanto por aumentarem a volatilidade dos componentes dos lipideos
quanto por também permitir melhor separacdo destes bem como reduzir o tempo de
analise (GARCES et al., 1993; RUIZ-LOPEZ et al., 2003; CARVALHO et al., 2005).

Técnicas de transesterificacado

Muitos procedimentos de transesterificacdo sao descritos na literatura. A
maioria envolvem a conversdo dos acidos graxos em seus respectivos ésteres
(ABREU et al., 2004; CARVALHO et al., 2005; GUTIERREZ et al., 2005; RUIZ-
LOPEZ et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006). A reacao de transesterificacdo consiste
na clivagem de um éster e formagdo de outro via reagdo com alcool. Quando o
alcool utilizado € o metanol, a reagdo € denominada metandlise ou transmetilagao.
Quando os metil ésteres formados s&o oriundos da reagcédo do entre acidos graxos e
metanol, o processo € denominado de metilacdo. Essas reagdes sio reversiveis e
ocorrem na presenca de catalisadores acidos ou alcalinos. No entanto, tanto a
catalise acida quanto a alcalina, posteriormente necessitam de meio acido e
temperatura para que a metilagdo ocorra (CARVALHO et al., 2005; RUIZ-LOPEZ et
al., 2005).

Os trés acidos mais utilizados no processo de transesterificacido sao o HCI,
H,SO,4 e BF3. O HCI é mais utilizado que o H,SO,4 por ser menos reativo, uma vez
que o HySO4 pode causar a decomposigado dos acidos graxos poliinsaturados sob
certas condicbdes experimentais. O BF3;, assim como o HCI acelera a metilagao, e
requer menor tempo de reacdo. No entanto, a técnica mais apropriada para a
realizacdo do processo de transterificacdo depende das caracteristicas da amostra.
Com isso, neste trabalho, testamos trés técnicas que utilizam os trés acidos mais
utilizados no processo de metilagdo dos acidos graxos: HCI, H,SO, e BF;
(CARVALHO et al., 2005).

Como resultado do processo catalitico de transesterificagao de 6leos vegetais
sdo obtidos como produtos o glicerol e a mistura de metil ésteres de acidos graxos,

como representado no esquema abaixo (ABREU et al., 2004):
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Figura |.4.1: Esquema da reacao de transesterificagdo de 6leo vegetal para a obtencao de
ésteres de acidos graxos. O radical R representa a presencga de cadeia carbonada e o

tamanho desta é relativo ao numero de carbonos de cada acido graxo.

[.6.1. Parte Experimental
[.6.1.1. Obtencéo do 6leo fixo

O endocarpo e o mesocarpo dos frutos foram separados manualmente e, em
seguida, o endocarpo foi rompido por acéo de for¢ca de impacto e, desta forma, a
améndoa oleifera retirada. As améndoas e mesocarpos foram reduzidos com auxilio
de moinho de facas a fim de aumentar a eficiéncia do processo extrativo. A extragao
dos 6leos foi realizada por técnica preconizada pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ
(1985). A 20 g de améndoas trituradas foram adicionados 100 ml de hexano e, em
abrigo da luz, deixados em maceragao estatica por 6 horas. O solvente foi renovado
3 vezes. Este procedimento foi repetido trés vezes. Apds a eliminagao do solvente, o
oleo obtido foi armazenado em frascos fechados e ao abrigo da luz. O calculo do
rendimento foi obtido pela relacdo entre a quantidade de material vegetal, em

gramas, pela quantidade de 6leo obtido na extragao.
[.6.1.2. Reagdes de transesterificagao
Método 1 — Transeterificacdo catalisada por base (NaOH)

O procedimento adotado nesta técnica segue norma preconizada pelo
INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985). Foram pesadas 80 mg do 6leo em tubo de
centrifuga com tampa. Neste foi adicionado 3 ml de hexano e submetido a agitagéo
até a solubilizagdo completa da amostra. Em seguida foram adicionados 4 ml de

NaOH 0,5 M em metanol e a solugao foi levada a banho-maria com temperaturas de
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65-70 °C por 5 minutos para a hidrolise dos triglicerideos. Apds arrefecimento da
solucao, foi adicionada solugao esterificante constituida de NH4CI, H,SO,4 e metanal,
a mistura homogeneizada em vortex e levada novamente ao banho-maria por mais 5
minutos. Apds a solucdo retornar a temperatura ambiente, foram adicionados 5 ml
de solucéo supersaturada de NaCl e, apds a agitacdo, mais 3 ml de hexano para a
extragdo dos metil ésteres. A fase organica foi filtrada em sulfato de sédio anidro e
em seguida analisada por cromatografia a gas. Todas as amostras foram feitas em

triplicata e calculado o desvio padrao relativo (DPR).
Método 2 — Transesterificacdo catalisada por acido (HCI)

Foram pesados 100 mg de 6leo em tubo de centrifuga com tampa e neste
foram adicionados 4 ml de HCI 0,5 N em metanol. Apés a homogeneizagao, os tubos
bem fechados foram levados a banho-maria a 65 °C por 45 minutos. Quando
atingida a temperatura ambiente, os ésteres foram extraidos com 3 ml de hexano.
Todas as amostras foras filtradas em sulfato de sédio para garantir a auséncia de
agua, causadora de hidrolise (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985, adaptado).

Método 3 — Transesterificacdo catalisada por BF3

O procedimento adotado nesta técnica é preconizado pela AOCS (American
Oil Chemistry Society). Esta técnica consiste em previamente hidrolisar os
triglicerideos com NaOH 0,5 M a 100 °C e em seguida adicionar BF3 12 % em
metanol e em seguida retornar a solugdo por mais 30 minutos a 100 °C. Apds esse

procedimento, foi adicionado hexano para realizar a extragao dos ésteres.
1.6.2.3. Andlise quimica e Identificacdo dos acidos graxos

Para a execugéo das analises dos meltilesteres de acidos graxos foi utilizado
aparelho cromatégrafo a gas Shimadzu GC17-A acoplado a detector de massas
GC/MS — QP5000. Para separagao dos constituintes foi utilizada coluna VF-23 (30 m
x 0.25 mm). A temperatura do forno foi programada de modo que permaneceu a 50
°C por 5 minutos e posteriormente aumentou a 3 °C por minuto até atingir 240 °C,
totalizando 73 minutos de analise para cada amostra. Foi utilizado hélio como gas
carreador a 80 kPa e fluxo de 1 ml/min. As temperaturas do injetor e do detector

foram de 260 °C para ambos e a razao de fluxo do injetor foi de 1:100. Nitrogénio, ar
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sintético e hidrogénio foram utilizados como gases auxiliares, na razdo de 1:1:10,

respectivamente.

Os componentes foram identificados por comparagcdo de seu tempo de
retengcdo em relagdo ao de padrbes auténticos (FAME mix: 18919-1, Supelco) bem
como pelos espectros de massa com dados da literatura (ADAMS, 2001), bem como
espectroteca de aquisigao (NIST 12 e NIST 62 — National Institute of Standars and
Technology, Kyoto, Jap&o). A quantificagdo foi realizada por técnica de

normalizacéo.
|.6.3. Resultados e Discussao

Os rendimentos percentuais considerando a massa de 6leo obtida em relagao
a massa de améndoas utilizadas foi de 28 % para a espécie Syagrus romanzoffiana;
34% para Butia lalemantii; 29 % para Butia capitata coleta de 2005; 28 % para a
coleta de 2006 e 33 % para a coleta de 2007. Esses rendimentos creditam as
espécies como fontes produtoras de 6leo, uma vez que espécies de palmeiras que
sdo comercializadas, como Eliaes guinensis (dendé), possui teor de 32 % de 6leo
em suas améndoas (BORA et al., 2003) e o agai com 32,5 % de 6leo em sua polpa
(SCHAUSS et al., 2006).

Os teores relativos a composicdo de metilésteres obtidos pelos trés métodos
de transesterificacdo do o6leo da améndoa de Syagrus romanzofiiana estao
apresentados na Tabela 1.4.2. As andlises realizadas demostraram que esta espécie
€ caracterizada pela predominancia de acidos graxos saturados de cadeira média
(AGCM). O numero de compostos identificados bem como os componentes
majoritarios (acido laurico e o acido oléico) obtidos pelos trés métodos de
transesterificacdo permaneceram inalterados, no entanto, foram observadas

diferencas nos teores percentuais dos metilesteres obtidos.
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Tabela 1.4.2.: Composi¢do dos metil ésteres de acidos graxos obtidos do 6leo da améndoa

de Syagrus romanzoffiana a partir de transesterificagao.

Acidos graxos Teor (%, média + DPR)
T.R (min.) i , i
AGCM Método 1 Método2 Método 3
5.01 Ac.capraico (C6:0) tr tr tr
6.670 Ac.caprilico (C8:0) 9,21 +£0,50 13,60 £ 0,16 9,56 £ 0,42
13.751 Ac.caprico (C10:0) 8,48 £ 0,32 11,38 + 0,35 8,47 £ 0,22
27.652 Ac. laurico (C12:0) 32,02 £ 0,96 48,29 £ 0,49 27,72 £ 0,27
AGCL
33.575 Ac. miristico (C14:0) 10,37 £ 0,14 7,92+0,14 10,81 + 0,09
38.933 Ac. palmitico (C16:0) 8,19 £ 0,09 4,39+£0,12 9,1+0,28
43.731 Ac. estearico (C18:0) 3,57+£0,13 1,84 £ 0,05 4,51 £ 0,27
44 487 Ac. oléico (C18:1) 25,46 £ 0,56 11,32 £0,28 26,06 + 0,39
47.496 Ac. linoléico (C18:2) 2,70+0,10 1,27 £ 0,01 3,64 £0,32
48,165 Ac. cis-11-eicosanoico (C20:1) tr tr 0,13+0,01
Total de saturados 71,84 87,42 70,17
Total de insaturados 28,16 12,59 29,83

T.R.: tempo de retengéo dos compostos, em minutos;
tr: tragos;
DPR: desvio padrao relativo a média de trés determinacdes

As analises estatisticas demonstraram que, no 6leo da améndoa de S.
romanzoffiana, a catalise acida (método 2) se mostrou mais adequada para a
quantificacdo dos AGCM, enquanto a catalise alcalina, seguida de metilagdo na
presenca de H,SO4 (método 1) e com BF3 (método 3) foram mais apropriadas para a
quantificacdo dos acidos graxos de cadeia longa (AGCL). A grande variagao no teor
de acido graxo monoiinsaturado (oléico), obtido com o método 2 (11,32 %) em
relacdo aos métodos 1 e 3, 25,46 e 26,06 %, respectivamente, podem estar
relacionadas com o fato de que acidos podem levar a degradacgéo de acidos graxos
insaturados (CAVALHO et al., 2005), bem como a possibilidade do maior tempo de

reacao do método 2.

A composicdo quimica do o6leo da améndoa de S. romanzoffiana foi
semelhante a composigcao das espécies murumuru Astrocaryum Mart. (MAMBRIN et
al., 1997) e babacu - Orbignya phalerata (ABREU et al., 2004), as quais também
possuem como componentes majoritarios os acidos laurico, miristico e oléico. O
elevado teor de acido laurico observado bem como o rendimento percentual do dleo
nas améndoas, representam a possibilidade de inclusdo da espécie S.
romanzoffiana como fonte alternativa para a obtencao e comercializagao dos “6leos

lauricos”, bem como a sua potencial utilizacdo em industrias de cosméticos,
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alimenticia e quimica, além de ser fonte importante para a obtencdo de acidos
graxos de cadeia média, especialmente o acido laurico, que é muito importante na

industria mundial.

As andlises dos acidos graxos constituintes das polpas dos frutos de S.
romanzofilana, B. capitata (coletas 2005, 2006 e 2007) e B. lalemantii foram
realizadas somente através da técnica de transesterificagdo descrita no item 1.6.2.2
(método 1). Foi empregado somente um método de transesterificagdo devido ao
baixo rendimento de 6leo encontrado na polpa. O método 1 foi selecionado por ser
de execucdo mais rapida quando comparado ao método 2 e de menor custo em
relagdo ao meétodo 3 que utiliza BF3;, nas analises realizadas para o o6leo da

améndoa de S. romanzoffiana.

Os rendimentos percentuais relativos aos 6leos extraidos da polpa foram de
3,5% para a espécie B. lalemantii, 2,1 % para a espécie S. romanzofiiana e 0,8 %
(coleta 2005), 1,2 % (coleta 2006) e 1,05 % (coleta 2007) da espécie B. capitata.
Esses valores obtidos sao baixos e demonstram que a améndoa € mais apropriada

para obtencéo de dleo nestas espécies.

Na Tabela 1.4.3 estdo apresentados os teores percentuais e a composicao dos
metilésteres obtidos através de transesterificacdo com catdlise alcalina, do dleo
extraido da polpa espécie S. romanzoffiana. Somente trés acidos graxos foram

identificados na polpa desta espécie.

Tabela 1.4.3.: Composigao percentual de metilésteres de acidos graxos constituintes do éleo
extraido da polpa dos frutos de S. romanzofiiana.

T .R. (min.) Acidos graxos Teor (%, média + DPR)
38.933 Ac. palmitico (C16:0) 60,47 + 0,52
44.487 Ac. oléico (C18:1) 13,49 £ 1,01
47.496 Ac. linoléico (C18:2) 19,04 + 0,47
Total de saturados 60,47
Total de insaturados 32,53

T.R: tempo de retengado dos compostos, em minutos;
DPR: desvio padrao relativo a média de trés determinagdes

A composicdo quimica da polpa e da améndoa de S. romanzofiiana

apresentou-se bem diferenciada. Enquanto a améndoa apresentou o acido laurico e
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oléico como majoritarios, a polpa apresentou o acido palmitico com teor de 60 % da

composicao total do dleo.

Na Tabela 1.4.4 estdo apresentados os teores percentuais e a composi¢cao dos
metilésteres obtidos através de transesterificacdo, com catalise alcalina, do 6leo
extraido da polpa espécie B. lalemantii. Foram identificados 10 metilésteres e o
composto majoritario presente no 6leo desta espécie foi o acido estearico com 43,6
%. Este acido é muito utilizado na industria cosmética na producdo de cremes de
barbear, sabonetes, cremes e locdes cremosas e possui propriedades de, quando
submetido a reagdo com o monoetilenoglicol, obtém-se o mono ou diestearato de
etilenoglicol, excelente doador de opacidade e brilho pérola, muito utilizado em
produtos de higiene pessoal e cremes cosméticos. O acido miristico também
apresentou elevado teor (31,2%) e igualmente possui aplicagdes importantes em

cosmeéticos.

Tabela 1.4.4.: Composigao percentual de metilésteres de acidos graxos constituintes do éleo
extraido da polpa dos frutos de B. lalemantii.

Acidos graxos Teor (%; média + DPR)
T .R. (min.)
AGCM
5,01 Ac. caproéico (C6:0) 1,01+0,2
6.670 Ac. caprilico (C8:0) 0,74 +0,3
13.751 Ac. caprico (C10:0) 1,56 + 0,1
27.652 Ac. laurico (C12:0) 2,61+0,12
AGCL
33.575 Ac. miristico (C14:0) 31,2+1,9
38.933 Ac. palmitico (C16:0) 1,05+0,2
43.731 Ac. estearico (C18:0) 436+ 1,2
44.487 Ac. oléico (C18:1) 13,06 £ 0,1
47.496 Ac. linoléico (C18:2) 1,75+0,2
Ac. cis-11-eicosanoico (C20:1) tr
Total de saturados 81,77
Total de insaturados 13,06
T.R: tempo de retencdo dos compostos, em minutos;
tr: tracos;

DPR: desvio padrao relativo a média de trés determinacdes

Na Tabela 1.4.5 estdo apresentados os teores percentuais e a composi¢cao dos
metilésteres obtidos através de transesterificacdo, com catalise alcalina, dos 6leos

extraidos das polpas dos trés anos de coleta da espécie B. capitata.
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Tabela 1.4.5.: Metilésteres de acidos graxos constituintes dos 6leos extraidos das polpas dos
frutos de B. capitata coletas 2005, 2006, 2007.

Teor (%; média + DPR)

T .R. (min.) Acidos graxos
Coleta 2007 Coleta 2006 Coleta 2005
38,920 Ac. palmitico (C16:0) 47,0+1,3 60,47 £2,0 39,15+ 1,1
39,818 Ac. palmitoléico (C16:1) n.i. n.i. 5,52+ 1,5
43,741 Ac. estearico (C18:0) 11,7121 n.i. n.i.
44,514 Ac. oléico (C18:1) 226+0,7 13,49+ 1,1 21,23+0,9
45,826 Ac. linoléico (C18:2) 10,3+ 0,1 19,04 + 1,5 19,31+1,2
45,840 Ac. gama-linolénico (C18:3) 84+1,7 n.i. 12,87+ 1,3
Total de saturados 58,7 60,47 39,15
Total de insaturados 41,3 32,53 58,94

T.R.: tempo de retengédo dos compostos, em minutos;
tr: tragos;
n.i.: ndo identificado

Para os trés anos de coleta, o acido palmitico se apresentou como o
composto majoritario do 6leo. No entanto, podem ser observadas diferengas nos
teores e na presenca dos demais componentes. O acido gama-linolénico nao foi
identificado na coleta de 2006. O acido palmitolénico foi identificado somente na
coleta de 2005 bem como o estearico so6 se fez presente na coleta de 2007.

Essas diferengas observadas entre as trés coletas de B. capitata derivam de
que, pelos baixos rendimentos observados, os mesocarpos dessas frutas ndo sao
produtores de oleo. Os lipidios extraidos desses mesocarpos sdao componentes com
funcdes fisiologicas reguladas de acordo com a necessidade e estadio de
amadurecimento da fruta. Durante o amadurecimento e envelhecimento de frutas
ocorrem alteragdes nas proporgdes e composi¢cao dos lipidios de membrana que
sinalizam (GUTIERREZ et al., 2005).

esses processos
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CAPITULO I

Aspectos farmacoldgicos: Acdo antioxidante e Influéncia sobre a

migracao de leucocitos in vitro






[I.1 Introducéo

Os artigos utilizados para o embasamento desse capitulo foram retirados das
bases de dados: SCIENCE DIRECT, SCOPUS, SCIRUS, WEB OF SCIENCE,
PUBMED, SCIFINDER, ISI WEB OF KNOWLEDGE. Nao foram encontrados
trabalhos e referéncias de estudos das atividades farmacolégicas para as espécies
do género Butia e para a espécie Syagrus romanzoffiana até a data de final da

redacao deste trabalho.

Assim, visando contribuir com dados de agbes bioldgicas para extratos e

Oleos fixos destas espécies, os objetivos deste capitulo consistiram em:

o Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos metandlicos obtidos a
partir do mesocarpo das espécies em estudos, através do ensaio

espectrofotométrico de DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila).

e Determinar a acao antiinflamatéria in vitro dos Oleos fixos e extratos

metandlicos das espécies em estudo.
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PARTE 1

Atividade antioxidante






[1.2. Introducéo

Espécies reativas (ER) s&o definidas como radicais e ndo-radicais de oxigénio
que podem ser convertidos, rapidamente, para radicais através de reacdes
quimicas. Estima-se que 2-5% do oxigénio utilizado pelas células é
subsequentemente convertido a radicais livres (LAU et al., 2005). Os radicais livres
se caracterizam por possuir um ou mais elétrons desemparelhados na ultima
camada eletrbnica, capazes de existéncia independente. Esses elétrons sem
pareamento podem alterar a reatividade quimica de um atomo ou molécula devido a
sua capacidade de sequestrar elétrons de outras moléculas. (PAAL, 2002; LAU et
al., 2005).

Dentre os radicais livres mais comuns, destacam-se o radical anion
superéxido (O2™), éxido nitrico (NO;), o altamente reativo radical hidroxila ("OH),
bem como os radicais peroxila (ROO®) e alcoxila (RO®). Os intermediarios, como o
peréxido de hidrogénio (H202) e peroxinitrito (ONOO), formados durante a redugao
do oxigénio molecular, ndo séo radicais livres, mas sao classificadas como espécies
reativas por tornarem possivel a geracao destes através de varias reagdes quimicas.
(GILGUN-SHERKI et al., 2001).

E estimado que 1% da producéo diaria de ER ndo seja eliminado pelos
mecanismos antioxidantes enddgenos realizados por enzimas como a superoxido-
dismutase, glutationa peroxidase. Desta forma, essas espécies nédo neutralizadas
ficam livres para causar danos celulares, o que caracteriza o estresse oxidativo
(AZZl et al., 2004; LAU et al., 2005). Essa disparidade entre a producéo e eliminagao
pode gerar danos nas membranas bioldgicas pela peroxidagao de lipideos, ligacdes
cruzadas das proteinas, inativacao de enzimas e lesdo ao DNA, entre outros fatores
que levam a varias patologias incluindo cancer, problemas cardiacos, inflamacao e
bem como doencgas neurodegenarativas como Parkinson e de Alzheimer (LAU et al.,
2005; TEPE et al., 2005).

Uma das formas eficientes de combate aos radicais livres em excesso é
através da dieta rica em frutas e vegetais por estes serem fontes ricas de compostos
com acao antioxidante. Estes compostos combatem os radicais por inibirem a sua

formagao ou por suprimirem a propagagao das reagdes que dao origem aos radicais
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livres se ligando aos ions metalicos, reduzindo o peroxido de hidrogénio e
neutralizando superéxidos e oxigénio singlete (LIM et al., 2005). Desta forma, os
antioxidantes sao substancias que podem prevenir danos oxidativos dos lipideos de

membrana, proteinas e acidos nucléicos por (ER) (LIM et al., 2005).

Os compostos antioxidantes mais abundantes em frutas sdo os polifendis,
Vitamina C, Vitamina A, B, E e carotendides. No entanto, os polifendis,
especialmente os flavondides e acidos fendlicos, possuem maior ocorréncia, teor e
poténcia (SENEVIRATNE et al., 2008). Com isso o efeito antioxidante dos alimentos
vegetais tem sido fortemente relacionado com a presenga de polifenéis MANSOURE
et al., 2005; SENEVIRATNE et al., 2008) e como resultado das crescentes
evidéncias de efeitos benéficos a saude atribuidos a esta classe, a identificacdo de
polifendis antioxidantes bem como a avaliagdo de seu potencial antioxidante tem
sido alvo de interesse de muitas pesquisas (SENEVIRATNE et al., 2008).

Estudos epidemiolégicos apresentam evidéncias de que o consumo de frutas
e vegetais esta associado com redug¢des no risco de diversas doengas crénicas
incluindo algumas formas de cancer, doengas cardiovasculares, hiperlipidemia,
ocorréncia de acidentes vasculares, inflamacgoes, disfungdes cerebrais (HALLIWELL,
1996; GABRIELLI et al., 2005; POZO-INSFRAN et al., 2006; LIM et al., 2007). Sendo
que sao muito frequentes as relagdes estabelecidas entre o consumo de elevado
conteudo de metabdlitos antioxidantes em alimentos vegetais e a inibicdo da
incidéncia de doengas como essas relatadas (HALLIWELL, 1996; EL AGAMEY et
al., 2004; CHEN et al., 2001; GABRIELLI et al., 2005; MANSOURI et al., 2005).

Dentre os diversos componentes antioxidantes encontrados nas frutas,
destacam-se os polifendis incluindo flavondides, taninos e catequinas como os mais
representativos (OKONOGI et al., 2007). Estudos de RICE-EVANS e MILLER (1996)
observaram relacado entre as propriedades antioxidantes e antiiflamatéria das frutas

e os compostos polifendlicos presentes.

A quimioprotecao atribuida aos polifendis esta relacionada com a sua agéo
antioxidante bem como com a mediadora de funcdes relacionadas com a supressao
da atividade mutagénica e proliferativa e inibicao ou indugado de enzimas especificas.

Principalmente os flavondides como a apigenina, quercetina, e quercetina-3-
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glicosidio tém sido relacionados com essas atividades inibitorias por se mostrarem
ativos em processos que envolvem a sinalizagdo de sintese do DNA (WANG et al.,
1999; BOYER et al., 2004; MERTENS-TALCOTT et al., 2005; POZO-INSSFRAN et
al., 2006).

Varios estudos in vitro e in vivo tém demonstrado como compostos isolados
ou misturas simples de compostos influenciam os sistemas biologicos. No entanto,
poucos estudos avaliam como uma mistura complexa de polifendis pode interagir e
influenciar as propriedades biolégicas de certas frutas e vegetais (POZO-INSSFRAN
et al., 2006). A teoria de pesquisa dos nutracéuticos tem essa questdao em sua base,
sendo que também investiga o quanto e como os antioxidantes da dieta atuam
diminuindo ou revertendo os processos naturais do envelhecimento celular (LAU et
al., 2005).

Determinacédo da atividade antioxidante in vitro

Nas bases de dados consultadas nao foram encontrados estudos de
antividade antioxidante para as espécies dos géneros Butia e Syagrus. No entanto,
estudos que avaliam essa atividade em extratos de frutas comestiveis sao

abundantes.

Os ensaios de atividade in vitro, apesar de nao reconstituirem as condi¢cdes
fisiologicas na totalidade, sdo métodos priorizados para se estimar a capacidade
antioxidante de compostos pouco estudados bem como das fontes destes frente a
radicais livres (JIMENES-ALVAREZ et al.,, 2008). Desta forma, devido a grande
importancia atribuida aos compostos com atividade antioxidante e a constante busca
de novos metabdlitos e novas fontes promissoras para esta atividade, foram
desenvolvidas diversas metodologias para avaliacdo do potencial antioxidante de
substancias quimicas isoladas e extratos. Muitos desses ensaios como o de captura
de radicais livres (DPPH) auxiliam na previsdo dos efeitos de tais substancias sobre
sistemas biolégicos (RUBERTO e BARATTA, 2000; MOLYNEUX, 2004; TEPE et al.,
2007).

O ensaio que utiliza DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila, Figura 2.1) como
indicador de atividade antioxidante é fundamentalmente fotocolorimétrico e € um dos
mais utilizados para a medida desta atividade (SOUZA et al., 2007). O radical 2,2

87



difenol-1-picril-hidrazina apresenta coloracdo purpura e absorve em 515 nm. Por
acdo de um antioxidante ou espécie radical, o DPPH" é reduzido formando 1,1-
difenil-2-picrilhidradrina de coloragdo amarelada (representado na Figura 11.1.1), com
consequente desaparecimento da absorgcédo, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorvancia. (MOLYNEUX, 2004; SOUZA et al., 2007).

NO, NO,
!
O,N N—N O2N N—N
o O e

Radical 1,1-difenil-2-picrilhidradrila 1,1-difenil-2-picrilhidradrina

Figura 11.1.1: Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila e 2,2-difenil-1-picrilhidrazina.
Il. 2.1. PARTE EXPERIMENTAL
II. 2.1.1. Equipamentos e materiais

Radical DDPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) Sigma, Metanol Quimex P.A.,
espectrofotometro Hewllet Packard UV-VIS modelo HP 8452-A.

II. 2.1.2. Determinacédo da atividade antioxidante

A acdo antioxidante foi testada para os extratos preparados de acordo com o
item 1.5.1.5. A técnica consistiu na adicdo de 2 ml de DPPH’ 0,08% a tubos de
ensaio protegidos da luz e a esses tubos foram adicionadas aliquotas variaveis de
amostra e metanol de modo que o volume final de cada tubo atingisse exatamente
4ml. A concentragéo final do DPPH' foi 0,04% e das amostras de 5, 20, 40, 160, 320,
450, 650, 750, 850, 1000 pg/ml. Decorridos 30 minutos de reacgao, foi realizada a
leitura em espectrofotobmetro em 515 nm. O percentual de inibigdo do radical DPPH
foi obtido através da relagcdo do decréscimo das absor¢cbes das amostras testadas
com a absorgéo da solugédo de DPPH a 0,04%. Como branco foi utilizado metanol e
rutina como padrdo positivo de controle do experimento na concentragao de 10
pug/ml (ROCHE et al., 2004).
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Il. 2. 2. Resultados e Discusséao

Os resultados referentes ao ensaio antioxidante realizado com os extratos

metandlicos obtido das polpas das trés espécies trabalhadas estdo representados
na Figura I1.1.2.

100 -

O B. lalemantii
@ S. romanzoffiana

@ B. capitata

% inibi¢do do radical DPPH

R T

O O (O O D D ®
O P72 KA PP

concentragdes (ug/ml)

Figura 11.1.2.: porcentagem da atividade antioxidante do extrato metandlico das espécies B.
capitata, B. romanzoffiana e B. lalemantii.

Levando-se em consideracdo a analise estatistica dos dados de atividade
antioxidante em todas as concentracdes testadas, aplicando-se ANOVA e TUKEY,
verificou-se que as espécies B. capitata e B. lalemanti foram ativas e n&o
apresentaram diferenga significativa (p < 0,05) entre si como fontes sequestradoras
de radicais livres, enquanto a espécie S. romanzoffiana apresentou-se como fonte

menos potente em concentracgdes inferiores a 850 ug/mil.

As curvas representadas nas Figura 11.1.3, mostra a relagdo direta e dose-
dependente do aumento das concentragbes da amostra com aumento na
porcentagem de inibicdo do radical DPPH.
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Figura 11.1.3.: representacdo comparativa das curvas de concentragdo do extrato metandlico
versus porcentagem de inibicdo do radical DPPH para as trés espécies de Arecaceae.

Tanto a espécie B. capitata e B. lalemantii apresentaram inibicdo maxima com
concentragdes de 850 pg/ml. Ja a espécie S. romanzoffiana apresentou inibicao

maxima na concentragéo de 1000 pg/ml.

Diversos compostos comuns na composicao de frutas apresentam atividade
antioxidante. Dentre estes estdo as Vitaminas C e E, beta-caroteno, taninos e os
compostos fendlicos representados, em frutas, principalmente pelos acidos
fendlicos, flavondides, catequinas e pigmentos antociénicos (LIM et al., 2007;
OKONOGI et al., 2007).

A preparacdo dos extratos testados por maceragdao com metanol nado é
especifica para fendlicos, porém, na literatura, esta entre as mais comuns para esta
classe de metabdlitos secundarios. O beta-caroteno e a Vitamina E, normalmente
necessitam de solventes mais apolares como o hexano para a sua extragao, além
de serem bastante instaveis (YOUNGKI et al., 2008), o que torna mais dificil estarem

presentes no extrato ou terem grande influéncia sobre a atividade.

Portanto, a diferenga observada entre as concentragdes de atividade maxima
sugere que a atividade antioxidante esta diretamente relacionada com o teor de
polifenois totais presentes no extrato, uma vez que o teor encontrado para B.
capitata e B. lalemantii foi de 4,95 + 0,1; 4,85 + 0,08 g%, respectivamente e de 3,36
1+ 0,08 g% para S. romanzoffiana.
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PARTE 2

Atividade antiinflamatoria in vitro






[1.3. Introducéo

Os processos inflamatorios sdo eventos que ocorrem nos tecidos em resposta
a patégenos invasores, traumas ou a presenga de agentes nocivos e resultam numa
série de eventos vasculares e celulares que buscam reparar a lesdo. A resposta
inflamatoria se caracteriza por reagcbes complexas que incluem a secregao de
mediadores como a Interleucina-6, proteina C reativa e moléculas de adesao que
desencadeiam sequéncias de eventos. Esta resposta é importante para o
estabelecimento da reagdo imunolégica (HUJANEN et al., 1995).

A quimiotaxia ou diapedese de leucdcitos da corrente sanguinea em diregcao
ao local lesado esta entre as etapas desse processo inflamatério (RANG et al.,
2004). A resposta imediata contra estimulos agressores esta relacionada com os
leucocitos, pois estes respondem a varios sinais quimiotaxicos especificos como
peptideos, leucotrienos, principalmente o B4, componentes do sistema complemento,
metabdlitos do acido araquidénico e produtos bacterianos como o0s
lipopolissacarideos (LPS) (HUJANEN et al., 1995; LEY et al., 2007).

Muitos compostos fendlicos possuem agao antiinflamatoéria. Agem na captura
dos radicais livres formados durante o processo inflamatorio e também inibindo a
enzima hialuronidase que esta relacionada com o aumento da permeablidade
vascular (LEE et al., 1993).

Evidéncias da acdo dos acidos graxos no processo inflamatério sdo mais
comuns para poliinsaturados. A literatura reporta que os acidos graxos
poliinsaturados agem sobre a sintese de leucotrienos, proporcionando alivio em
doencas imunologicas e inflamatorias. O acido eicosenoico (C20:1) compete com o
acido araquidbénico como substrato da lipoxigenase, o que resulta em redugcdo no
processo inflamatério (FRANCO, 2007).

Estudos clinicos tém reportado que suplementacédo alimentar com 6leos ricos
em poliinsaturados resulta em efeitos benéficos na redugéo de artrites reumatoides e
outros processos inflamatdrios. Estes efeitos tem sido atribuido a presencga do acido
oléico que esta relacionado com agdes antiinflamatéria e imunomoduladoras
(CALDER, 2001).
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HENRY e colaboradores (2002) realizaram estudo com 30 acidos graxos
isolados, sendo que 11 destes eram insaturados, onde verificaram a inibicdo das
enzimas cicloxigenase | e Il. Os acidos graxos saturados com até 12 atomos de
carbono em sua estrutura apresentaram atividades inibitérias que variaram de 10 a

70 %, ja os acidos poliinsaturados apresentaram inibigdes superiores a 70%.
[1.3. 1. Parte experimental
II. 3. 1. 1. Equipamentos e materiais

O ensaio antiinflamatério foi realizado em camara de Boyden modificada que
€ composta por em duas placas de acrilico com pocos de 0,5 ml de capacidade e
filtros de nitrato de celulose Millipore (13 mm didametro x 8 um poro). As leituras

referentes ao ensaio foram realizadas em microscépio Nikon Aipha Phot-2 YS-2.
II. 3. 1. 2. Determinacéao da atividade antiinflamatéria in vitro

O ensaio de atividade antiinflamatéria in vitro foi realizado através da técnica
padronizada por SUYENAGA (2002), que emprega a camara de Boyden, modificada
por ZIGMOND e HIRSCH (BOYDEN, 1962; ZIGMOND e HIRSCH, 1973; MELLO et
al., 1992) no qual se observa a inibicio da migragcdo de leucdcitos

polimorfonucleares, processo denominado quimiotaxia.

A camara de Boyden, que esta representada na Figura 11.2.1., € composta por
duas placas de acrilico transparente, contendo pogcos com capacidade de 0,5 ml
cada. O compartimento inferior é preenchido com solu¢do contendo fator
quimiotaxico, sobre ele é depositado filtro de nitrocelulose que separa os dois
compartimentos. No compartimento superior € adicionada amostra com a suspensao
de neutrofilos. A migracdo dos leucdcitos através do filtro, seguindo gradiente
quimiotaxico foi avaliada e comparada ao branco que continha somente a
suspensdo de leucocitos. Genisteina na concentracdo de 100 mM, preparada
através do mesmo procedimento controle positivo do experimento foi utilizado
preparada Para a obtencdo do plasma e da suspensao de neutrofilos, foram
utilizados ratos Wistar machos com pesos entre 180 e 220g obtidos do biotério

central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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1- Camara de Boyden: foto ilustrativa = >
2- Imagem ampliada do compartimento inferior e filtro — _
3- Compartimento superior: suspens3o de neutréfilos + amostra——
4- Vedagao: anel de borracha
5- Filtro de nitrato de celulose
6- Compartimento inferior: plasma + fator quimiotaxico

Figura 11.2.1.: Esquema de montagem da camara de Boyden.

II. 3. 1. 2. 1. Obtenc¢éo do fator quimiotéaxico

O fator quimiotaxico foi obtido através da incubacao de lipopolissacarideo
(LPS) de Escherichia coli com plasma de ratos na concentragao de 65 ug/ml, por 30
minutos a 37°C. A presenca de antigenos como o LPS no plasma ativa a formagao
de mediadores que sinalizam e desencadeiam os eventos envolvidos no processo
inflamatdrio responsaveis pela atragcao dos leucécitos até o local da lesdo. Apds a

incubagédo, o plasma foi diluido (v:v) em solugéo tampé&o de Hanks a 4%.
II. 3. 1. 2. 2. Coleta e preparo da suspensdo de neutroéfilos

Os neutrdfilos foram obtidos da cavidade intraperitonial de ratos apds 4h da
indugao da inflamagado com 20 ml de glicogénio a 1%. Para a coleta das células, os

animas foram sacrificados e em seguida injetados na cavidade peritonial 60 ml
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solugcdo de Hanks contendo 1 Ul/ml de heparina. As células obtidas foram lavadas
com solucdo de Hanks. A quantidade adicionada ao compartimento superior

correspondeu a contagem de 1,5 x 10° células, em camara de Neubauer.
II. 3. 1. 2. 3. Determinacdo da atividade migratéria dos leucoécitos

As camaras foram preparadas em duplicata para cada amostra e incubadas
em atmosfera umida por 1 hora a 37 °C. Em seguida, os filtros foram removidos,
fixados, corados e diafanizados por 12 horas em xilol. Posteriormente, os filtros
foram montados entre Iamina e laminula e levados, em seguida, para a realizagéo
da leitura sob microscopia éptica, com objetiva de 40 vezes de aumento. Com o foco
no plano superior do filtro, o plano de observagdo do microscépio foi aprofundado
até a visualizacdo de apenas duas células em foco. Esta distancia, medida em
micrémetros, permitiu avaliar a capacidade migratéria dos neutréfilos (ZIGMOND e
HIRSH, 1973). A leitura foi realizada em cinco campos de cada filtro e o resultado
expresso como Média da distancia migrada em uym + Desvio Padrdo da Média. A

analise estatistica foi realizada pela analise de variaga (ANOVA).

Foram analisados os extratos obtidos das polpas e os 6leos obtidos das
améndoas de cada espécie. As técnicas de obtencdo e preparagao dos extratos
estdo descritas no item 1.5.1.5. Os extratos foram diluidos em solugdo de Hanks e
dessa diluicdo foram adicionadas aliquotas a suspensao de leucécitos a fim de se
obter as concentragdes especificadas em cada tabela. O mesmo procedimento foi
adotado para os 6leos, sendo que para melhor homogeneizacdo da amostra, foi
adicionado Tween 80 na proporgao de 9:1 (v:v) volume de amostra: Tween 80. As

amostras foram homogeneizadas em aparelho de ultra-som por 30 minutos.
Il. 3. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da determinagao da atividade antiinflamatéria in vitro do extrato
de S. romanzoffiana, B. capitata, B. lalemantii sobre a quimiotaxia dos leucdcitos
estdo representados nas Tabelas 11.2.1; 11.2.2; 11.2.3, respectivamente. O extrato de S.
romanzoffiana apresentou inibigao significativa (p < 0,5) nas concentragdes de 80 e
160 pg/ml. Ja os extratos de B. lalemantii e B. capitata foram ativos a partir de

concentragcao de 20 ug/ml.
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Tabela 11.2.1.: Resultados do efeito exercido pelo extrato metandlico da polpa dos frutos de
Syagrus romanzoffiana sobre a migracao de leucocitos em ensaio em camara de Boyden.

Concentragdes (ug/ml) Média £ DP (um) % Inibicdo

Controle 114 + 3,3 -

40 112+2,8 0

80 91,7 £2,8* 20

160 41,3 +1,0* 63,7
*p<0,5;

DP = desvio padrao

Tabela 11.2.2.: Resultados do efeito exercido pelo extrato metandlico da polpa dos frutos de
Butia capitata sobre a migragao de leucdcitos em ensaio em camara de Boyden.

Concentragdes (ug/ml) Média = DP (um) % Inibicao
Controle 114 + 3,3

10 112+ 2,2 2,0

20 98,2+54 13,8
40 87,6 + 3* 23,2
80 65,0 + 3,9* 43,0
160 50+1,1* 95,6

*p<0,5;

DP = desvio padrédo

Tabela 11.2.3.: Resultados do efeito exercido pelo extrato metandlico da polpa dos frutos de
Butia lalemantii sobre a migracao de leucocitos em ensaio em camara de Boyden.

Concentragcfes (ug/ml) Média = DP (um) % Inibicao

Controle 114,0 £ 3,3

10 112,8 £ 2,2 0

20 109,0 + 3,1 4,4

40 92,5+2,8" 18,9

80 28,0 £ 2,8* 75,4

160 4,7 +1,0* 96,5
*p<0,5;

DP = desvio padréao

Os resultados do ensaio com todas as amostras apresentaram relacéo dose-
dependéncia, sendo a inibigdo da migragao foi crescente com o aumento das

concentracdes de extrato.

A atividade dos extratos metandlicos aparentemente esta relacionada com o

conteudo de polifendis, uma vez que o menor teor de polifendis foi observado para a
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espécie S. romanzofiiana e o extrato desta espécie teve agao somente acima de 40

pg/ml.

A literatura reporta que misturas de compostos fendlicos diminuem a
producao de fatores proinflamatérios (CARTRON et al., 2001). Também, estudo
realizado por Lee e colaboradores utilizando administragdes orais 20, 40 e 200 mg/
Kg (quantidade de extrato/massa do rato) de extrato aquoso de cacau, rico em
polifendis e flavondides, demonstrou inibicdo, de maneira dose-dependente, do
edema de pata de rato, evidenciando a ag¢ao antiinflamatéria dessa classe (LEE et
al., 2006).

Os resultados referentes ao 6leo das espécies S. romanzoffiana, B. capitata e
B. lalemantii estdo representados nas Tabelas 11.2.4.; 11.2.5.; 11.2.6, respectivamente.
As amostras do 6leo de S. romanzofiana se mostraram ativas a partir da
concentragédo de 10 pg/ml enquanto as espécies de Butia ja apresentaram atividade

inibitéria na concentragao de 5 ug/mil.

O resultados obtidos com o experimento realizado com os 6leos também se
mostrou dose-dependente e a atividade inibitéria maxima foi atingida com a
concentragdo de 160 ug/ml para a espécie B. lalemantii, a acdo inibitéria nas
concentragcdes de 80 e 160 ug/ml ndo apresentaram diferenca significativa entre si,

sugerindo que a concentragao de 80 ug/ml ja tenha atingido inibicdo maxima.

Tabela 11.2.4.: Resultados do efeito exercido pelo 6leo fixo das améndoas de Syagrus
romanzoffiana sobre a migragao de leucdcitos em ensaio em camara de Boyden.

Concentracdes (ug/ml) Média = DP (um) % Inibicéo
Controle 114 + 3,3 -

5 113 £ 3,1 0

10 83,8 + 3,1* 26,5
20 58,3 £ 5,5* 38

40 37,3+2,3* 48,8
80 22,2 + 2% 80,4
160 11,6+ 1,2* 92,5

*p<0,5;

DP = desvio padréao
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Tabela 11.2.5.: Resultados do efeito exercido pelo dleo fixo das améndoas dos frutos de Butia
capitata sobre a migracao de leucocitos em ensaio em camara de Boyden

Concentracdes (ug/ml) Média = DP (um) % Inibicéo
Controle 114 £ 3,3

5 81,3 +1,6* 28,6

10 68,0 + 3,2* 40,4
20 56,7 + 4,1* 50,4
40 39,6 +1,6* 65,2
80 23,0+1,2* 79,8
160 13,4 £ 2,4* 88,3
*p<0,5;

DP = desvio padrédo

Tabela 11.2.6.: Resultados do efeito exercido pelo 6leo fixo das améndoas dos frutos de Butia
lalemantii sobre a migracao de leucécitos em ensaio em camara de Boyden

Concentragdes (ug/ml) Média = DP (um) % Inibicao
Controle 114,0 + 3,3
5 58,7 £ 2,1* 48,5
10 33,7+1,9* 70,5
20 25,0 £2,5* 78,0
40 17,7 £ 2,7* 84,4
80 54+1,3" 95,0
160 5,7+1,4* 95,0
*p<0,5;

DP = desvio padrao

Na literatura ndo foram encontrados estudos que relacionassem os 6leos das
especies trabalhadas ou o6leos com composicdo quimica muito parecida com
estudos in vitro ou in vivo de agdo antiinflamatéria. Com isso, face aos resultados de
inibicdo da migragao leucocitaria induzida por LPS de modo dose-dependente, que
sugerem atividade antiinflamatéria, vemos como perspectivas a necessidade de
teste em outros modelos experimentais que reconstituam de modo mais fidedigno as
condigdes fisiologicas para a confirmacao desta atividade bem como a avaliagdo dos

componentes insaponificaveis do 6leo.
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Cada vez mais, dietas ricas em frutas e vegetais tém sido relacionadas com a
protecdo de diversas doengas, especialmente com disturbios cardiovasculares e
alguns tipos de céncer. Bock e colaboradores analisaram aproximadamente 200
estudos que relacionam a incidéncia de cancer e o consumo de frutas e vegetais e
concluiram que existe correlagdo estatistica significativa nos resultados obtidos
(TSAIl et al., 2007).

Desta forma, € observado crescente interesse por frutas e vegetais que
possam, além da nutricdo, desempenhar fungdes benéficas a saude. Além disso,
devido ao grande potencial representado pela familia Arecaceae, caracterizada pelo
grande numero de espécies com grande valor agregado como 0 agai, coco, babagu,
dendé, este trabalho buscou contribuir com informagdes quimica e bioatividades de
trés espécies de palmeiras.

Os resultados obtidos com as analises quantitativas dos elementos minerais
Ca, Zn, Mg, Fe, Cu e Mn indicam que a polpa das espécies trabalhadas podem ser
consideradas fontes para a obtencio desses elementos, especialmente a espécie S.
romazofiiana como fonte de calcio (139,9 mg/100g). As variagbes observadas entre
os teores de Mg, Fe, Zn e Cu para as trés coletas da mesma espécie bem como as
variagdes nos teores de polifendis totais podem estar relacionadas com diversos

fatores que vao desde variagdes climaticas ao estadio de maturagao do fruto.

O dleo volatil presente nos mesocarpos de B. capita apresentou constituintes
como betacariofileno, alfa-humuleno, biciclogermacreno, que possuem importantes
atividades bioldgicas e farmacoldgicas descritas na literatura (OSORIO et al., 2006;
da SILVA et al., 2007). Desta forma a presenca destes compostos pode agregar
valor funcional aos frutos.

O valor nutricional dos alimentos esta fortemente relacionado com o perfil de
acidos graxos que o compde (CARVALHO et al., 2005). Com isso, buscamos,
através de trés diferentes técnicas, identificar e quantificar os componentes do 6leo
das améndoas e do mesocarpo dos frutos de Syagrus romanzofiiana. Também se
investigou a composi¢cdo desses lipidios nos mesocarpos de B. capitata e B.
lalemantii. O 6leo de Syagrus romanzofiiana se caracterizou basicamente pela
presenca de acidos graxos saturados de cadeia média com valores superiores a 70

% do total de identificados.
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O teor de 28 % de dleo encontrado nas améndoas credita esta espécie a
fonte produtora de 6leo vegetal. Em relagdo a composi¢ao de acidos graxos no o6leo,
observa-se que existem semelhancgas entre os perfis do 6leo de coco e o do éleo de
Syagrus. Ambos apresentam predominancia de acidos graxos saturados, em
especial, o acido laurico. No entanto a espécie S. romanzofiiana é nativa do Brasil e
possui distribuicdo em grande parte do territorio nacional. No que se refere as
possibilidades de aplicagdo industrial para o 6leo desta espécie € observado
potencial de aplicagdo na industria de nutricdo parenteral e enteral, pois estas
necessitam conter em sua porgao lipidica, triglicerideos de cadeia média para a
geracao imediata de energia. Desta forma, fontes ricas desses compostos, como o

oleo de coco, possuem demanda nesse segmento industrial.

Ainda na industria alimenticia, esses 6leos podem ser utilizados no preparo
de margarinas e derivados, ja que teor elevado de acidos saturados favorece os
processos de hidrogenacgdo. Além disso, tendo em vista o crescente interesse das
industrias quimica e farmacéutica por novos produtos com componentes obtidos de
fontes naturais ha potencial de utilizacido destes 6leos na fabricacdo de xampus,
sabonetes, bases lipofilicas, cremes, locdes e 6leos hidratantes, emulsdes, entre
outros produtos farmacéuticos que utilizem componentes lipofilicos em sua
formulacgao.

A literatura reporta que estudos realizados com triglicerideos de cadeia média
em animais e ensaios clinicos com humanos ndo demonstraram toxicidade ou
sensibilizagdo nas administragdes oral, parenteral e cutanea desses componentes
(TRAUL, et al., 2000), o que se mostra vantajoso frente aos componentes lipofilicos
sintéticos ou derivados do petroleo. Além disso, se observou a presenca dos acidos
caprico e caprilico com teores incomuns em vegetais. Estes acidos graxos se
caracterizam por grande poder de emoliéncia e hidratagao.

As polpas ndo se mostraram fontes promissoras para a extragao de 6leo para
fins de exploragao e comercializagdo, devido o baixo rendimento apresentado. No
entanto, a presenga do 6leo agrega valor energético aos mesocarpos. A polpa de B.
capitata, além do valor energético, apresentou elevado teor de acidos graxos
insaturados como o oléico e linolénico, que possuem grande valor nutricional, sendo
o ultimo, considerado essencial e dotado de agdes farmacoldgicas importantes como
antiinflamatadria e antioxidante (SIERRA et al., 2006; HORIA et al., 2007).
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Os extratos metandlicos das trés espécies apresentaram capacidade
sequestradora de radicais livres e, também, apresentaram inibicdo da migracao de
leucocitos em ensaio realizado em cédmara de Boyden. Estes resultados sugerem
que possa existir relagcdo entre as duas agdes, uma vez que a atividade
antiinflamatdria de muitos vegetais é relacionada com as propriedades antioxidantes
de seus polifenodis (ARAUJO et al., 2002).

Nas analises realizadas por CLAE, foi observada a presenca de acidos
fendlicos derivados do acido hidroxicinamico bem como compostos com o espectro
de ultravioleta caracteristico de flavondis nas trés espécies. Para essas classes
quimicas sao relatadas a¢des antioxidante (KWEON et al., 2001) bem como a acao
antiinflamataoria (CLAVIN et al., 2007).

Correlacionando as atividades antioxidante e antiinflamatéria in vitro do
extrato metandlico da espécie S. romanzoffiana, que se mostrou menos potente em
relacdo as espécies de Butia, com os perfis cromatograficos obtidos por CLAE,
percebe-se que a espécie S. romanzofiana apresentou menor numero de
compostos com espectro de ultravioleta caracteristicos de flavondides. Além disso,
esta espécie também apresentou menor teor de fendlicos totais determinados pelo
método de Folin-Ciocalteau, o que vem a corroborar com correlagéo aos resultados
das atividades biologicas testadas e a presenga de compostos fendlicos no extrato.

Os oleos extraidos das améndoas das trés espécies também apresentaram
potente inibicdo da migracao de leucécitos. Essa agao para o 6leo dessas espécies
em estudo é inédita na literatura. Com isso, diante do potencial de acéao
antiinflamatoria desses 6leos, ressaltamos a necessidade de testes complementares
e que simulem de modo mais fidedigno os eventos fisiolégicos envolvidos no
processo inflamatorio.

O perfil cromatografico dos mesocarpos das trés espécies se mostrou
complexo devido a elevada quantidade de compostos com tempos de retengao
muito préximos, o que dificultou a separagdo completa de alguns picos. Com isso, a
identificagcdo dos compostos foi dificultada devido ao grande numero de estruturas
com espectro no ultravioleta semelhantes, bem como pela auséncia de padroes
auténticos que apresentassem o mesmo tempo de retengdo. Alguns estudos
realizados com outras espécies de Arecaceae também encontraram dificuldades na
obtengdo de cromatogramas com boa resolugdo entre os picos bem como na

identificacdo dos picos, ja que sao ricos em derivados dos mesmos nucleos (acido
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hidroxicinamico e flavonol) com pequenas variagdes estruturais (GALLORI et al.,
2004; POZO-INSFRANS et al., 2006; SEVERINATNE et al., 2008).

De maneira geral, apesar de nao ter sido possivel identificar os constituintes
do extrato metandlico das trés espécies, o presente trabalho veio a contribuir com
dados fitoquimicos e farmacoldgicos referentes aos mesocarpos e améndoas das
especies B. capitata, B. lalemantii, S. romanzofiiana que agregam valor nutritivo e
funcional aos frutos destas espécies. Os resultados obtidos indicam novas
perspectivas de continuidade do trabalho, com destaque para a identificacdo dos
fendis presentes nos mesocarpos bem como a maior investigagcdo do potencial
antiinflamatorio de 6leo das améndoas das trés espécies.

Além disso, no ambito econdmico, a valorizagdo comercial desses 0Oleos esta
relacionada com a possibilidade de aproveitamento de subprodutos do
processamento de industrias de doces, qualificando a cadeia produtiva, minimizando

a geracao de residuos e aumentando os lucros no processo.
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Conclusoes







Quanto a avaliagdo quimica:

e Os mesocarpos das espécies B. capitata, B. lalemantii e Syagrus
romanzoffiana se mostraram fontes de obtencdo os nutriente minerais como

ferro, magnésio, manganés, cobre, calcio e zinco.

e A espécie B. capitata apresentou oleo volati com componentes

sesquiterpénicos com estudos de agéo bioldgicas e farmacologicas.

e O teor de compostos fendlicos totais nos mesocarpos de B. capitata,
determinados utilizando-se Folin-Ciocalteau, foi mais elevado para a coleta de

2005 e mais baixo para a coleta de 2007.

e O teor de polifendis totais presentes nos mesocarpos liofilizados foi maior
para a espécie B. capitata, seguido da espécie B. lalemantii e S.

romanzofiiana.

e As analises por CLAE evidenciaram a presenca de compostos derivados de
acido caféico e clorogénico bem como de flavondides, principalmente, com o

nucleo flavonol.

Quanto a avaliagao de bioatividades:

e Os extratos metandlicos das espécies B. capitata, B. lalemantii e Syagrus

romanzoffiana apresentaram atividade sequestradora de radicais livres.

e Os extratos metandlicos bem como os 6leos fixos das espécies B. capitata, B.
lalemantii e Syagrus romanzoffiana apresentaram significativa atividade

antiinflamataria in vitro;

Os resultados obtidos com o desenvolvimento deste trabalho demonstraram a
presenca de metabdlitos especiais e bioativos nos mesocarpos de Butia capitata,
Butia lalemantii e Syagrus romanzoffiana que agregam valor nutricional e

nutracéutico aos frutos dessas espécies. A presenca de 6leo fixo com rendimento
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elevado (préximo a 30%) e o perfil de acidos graxos caracterizado para o 6leo das
améndoas de Syagrus romanzoffiana, indicaram que esta espécie possui potencial
de utilizagao industrial. Com isso, ressaltamos a importancia de utilizacdo dos frutos
dessas palmeiras na alimentacdo bem como o estimulo ao cultivo e valorizagao

econOmica dessas especies.
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