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SANTOS, Ricardo Carvalho dos. Bioprospecg¢ao de acidos graxos, a-
tocoferol e atividade anti-acetilcolinesterasica em 06leos e gorduras de
frutos amazbnicos. 2016. 137f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e

Biotecnologia) - Universidade Federal de Roraima, Boa Vista, 2016.

RESUMO

As espécies vegetais Acai (Euterpe oleracea), ata brava (Annona hypoglauca),
bacaba (Oenocarpus bacaba), buriti (Mauritia flexuosa), buritirana (Mauritia
aculeata), murici amarelo (Byrsonima crassifolia), murici vermelho (B.
coccolobifolia), piagava brava (Barcella odora), pupunha das variedades amarela
e vermelha (Bactris gasipaes) e tucumanzinho (Astrocaryum acaule) sédo plantas
comuns da flora de Roraima, algumas plantas supracitadas ndo apresentam
informacdes ou estas sao incipientes quanto ao perfil de acidos graxos saturados
e insaturados (AGSI), de a-tocoferol (vitamina E) e atividade de inibicdo sobre o
acetilcolinesterase (AChE). Por esta razéo, objetivou-se realizar uma
bioprospeccédo de oOleos e gorduras brutos de polpas e sementes de frutos
amazonicos frente ao perfil de AGSI, a-tocoferol e atividade anti-
acetilcolinesterasica das espécies supracitadas. AGSI foram analisados por
Cromatografia a Gas acoplado ao Detector de lonizagdo de Chamas (GC-FID),
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e Infravermelho (1V).
a-tocoferol foi analisado em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Ja
a atividade anti-acetilcolinesterasica foi realizada em in vitro em leitora de placas
de ELISA. Os resultados apontam para uma alta concentracao do acido oleico
na maioria dos 6leos e gorduras, seguidos pelos &cidos linoleico e linolénico. Ha
a presenca de vitamina E em todos os 6leos, exceto: tucumanzinho e nas
variedades amarela e vermelha de pupunha. A atividade de inibicdo sobre o
AChE foi observada em todas as amostras.

Palavras-chave: Biodiversidade, vitamina E, doenca de Alzheimer, doencas
neurodegenerativas.



SANTOS, Ricardo Carvalho dos. Bioprospection of the fatty acids, a-
tocopherol and anti-acetilcolinesterase activity in oils and fats Amazonian
fruits. 2016. 137f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) -

Universidade Federal de Roraima, Boa Vista, 2016.

ABSTRACT

The plants species Acai (Euterpe oleracea), ata brava (Annona hypoglauca),
bacaba (Oenocarpus bacaba), buriti (Mauritia flexuosa), buritirana (Mauritia
aculeata), murici amarelo (Byrsonima crassifolia), murici vermelho (B.
coccolobifolia), piacava brava (Barcella odora), pupunha yello and red varieties
(Bactris gasipaes) and tucumanzinho (Astrocaryum acaule) are common plants
in the flora of the Roraima state, some plants above do not provide information
or they are incipient as the profile of saturated and unsaturated fatty acids
(SUFA), a-tocopherol (vitamin E) and activity on acetylcholinesterase (AChE)
inhibition. For this reason, the objective was to conduct a bioprospecting of crude
oils and fats pulp and seeds from the Amazon against the SUFA profile, a-
tocopherol and anti-acetylcholinesterase activity of the above species. SUFA was
analyzed by a Gas Chromatograph coupled to Flame lonization Detector (GC-
FID), Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR) and Infrared (IV). a-
tocopherol was analyzed by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC).
Since anti-acetylcholinesterase activity was evaluated in vitro in an ELISA plate
reader. The results point to a high concentration of oleic acid in most oils and fats,
followed by linoleic and linolenic acids. There is the presence of vitamin E in all
oils except: tucumanzinho and pupunha yellow and red varieties. The inhibition
activity of the enzyme AChE was observed in all samples.

Key Words: Biodiversity, vitamin E, Alzheimer's disease, neurodegenerative
diseases
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1 INTRODUCAO

Atualmente existem no mundo cerca de 36 milhdes de pessoas com
deméncia, e a Organizacdo Mundial de Saude, OMS, (WHO, 2012) alerta que
em 2030 serdo 65,7 milhdes e em 2050 serdo 115,4 milhdes de pessoas com
deméncia no mundo. Ainda, de acordo com a OMS a forma de deméncia mais
comum é conhecida como doenca de Alzheimer, 60 a 70% dos casos.

Os sintomas da doenca de Alzheimer incluem uma regressao de varias
funcdes fisioldgicas, causando dificuldades na lingua, meméria, comportamento
emocional ou de personalidade, e as capacidades cognitivas (SINGH et al.,
2013). A doenca de Alzheimer e outros problemas cerebrais estdo associados
com a liberacdo da acetilcolina. A colina e acetil coenzima A produzem a
acetilcolina, esta é entdo liberada na fenda sinaptica e interage com seus
receptores, nicotinicos ou muscarinicos. A acetilcolina degrada-se pela acédo da
acetilcolinesterase, cujos produtos da reacdo sdo a colina e o0 acetato
(MUSTAFA; GAZI, 2014; WHITEHOUSE, 2014; SINGH et al., 2013).

Assim, medicamentos, como o donepezil sdo utilizados em pessoas com a
doenca de Alzheimer. A funcdo do medicamento é inibir a acetilcolinesterase,
consequentemente ha reducao na degradacéo da acetilcolina e, desta maneira,
as concentracdes de transmissores na sinapse aumentam (MUSTAFA; GAZI,
2014; WHITEHOUSE, 2014; SINGH et al., 2013).

Segundo Mukherjee et al. (2007) ha uma busca por novos agentes
terapéuticos a partir de produtos naturais com potencial para a inibicdo da
acetilcolinesterase, os quais podem ser: extratos vegetais (TREVISAN;
MACEDO, 2003), 6leos essenciais (DOBETSBERGER; BUCHBAUER, 2011;
JIMBO et al., 2009; SAVALEYV et al., 2003;) e 6leos fixos (FERNANDEZ et al.,
2016; SANTOS et al., 2015).

Os Oleos vegetais apresentam em sua composicdo &cidos graxos
saturados e insaturados. Os insaturados mais conhecidos e de bioatividades
sobre o organisms humano séo os 6megas 3, 6 e 9.

O acido oleico (6mega 9) atua sobre o cancer e sobre doencas autoimunes,
reumaticas, como também apresenta propriedades antiinflamatoria,
antidiabética, redutora da arteriosclerose coronaria, entre muitos outros (SALES-
CAMPOS et al.,, 2013; Lou-BONAFONTE et al., 2012; CARRILLO; CAVIA;
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ALONSO-TORRE, 2012; PAUWELS, 2011; BERMUDEZ et al. 2011; VASSILIOU
et al., 2009; SALES; OLIVIERO; SPINELLA, 2009; COLOMER; MENENDEZ,
2008; MENENDEZ; LUPU, 2006).

Ja o 4cido linoleico (bmega 6) reduz o risco cardiovascular (POLI; VISIOLI,
2015) e atua sobre a dermatite e eczema, artrite reumatoide, a sindrome preé-
menstrual e na prevencdo de doencas cardiacas e acidente vascular cerebral
(KNOWLES; WATKINSON, 2014).

Quanto ao acido linolénico (bmega 3) sao varios os beneficios para quem
0 consome, a saber: prevencdo de doencas cardiovasculares, inflamacoes,
condi¢cdes para um bom desenvolvimento neurolégico e funcao visual, como
melhoria da acuidade visual da crianca em idade escolar com Quociente de
Inteligéncia (QI) mais baixo e transtorno de déficit de atencao e hiperatividade
(TDAH), pequeno efeito sobre a labilidade emocional e o comportamento de
oposicao em individuos com TDAH. (COOPER et al., 2016; WU Q. et al., 2015;
DEFILIPPSIS; SPERLING, 2006).

Segundo Wu et al. (2015), através de uma revisdo da literatura, concluiram
gue um alto consumo de peixe reduz cerca 36% do risco da doenca de Alzheimer
e pelo menos 100 g de peixe pode reduzir 11%, mas os autores alertam né&o
haver ainda uma evidéncia inversa e sua associacdo a doenca. Song et al.
(2016) afirmam a bioatividade do 6mega 3 (acido eicosapentaenoico (EPA) e o
acido docosahexaenoico (DHA)) sobre as doencas psiquiatricas e
neurodegenerativas.

Conforme Bazinet e Layé (2014) os disturbios cerebrais, como a doenca de
Alzheimer pode existir relacdo entre a utilizacdo de acidos graxos poliinsaturados
presentes em 6leos (ou gorduras) no baixo risco de desenvolvimento da doenca.
Yamagishi et al. (2016) analisaram o sangue de individuos japoneses e
observaram uma forte relag@o inversa do acido a-linolénico no sangue que foi
inversamente proporcional a associacdo do &acido com a desativacdo da
deméncia.

Além dos acidos graxos presentes em Oleos e gorduras e apresentar
bioatividade, ha as vitaminas lipossoliveis, como a vitamina A, D, E e K. A
vitamina E possui diversos isbmeros, a saber: a-, B-, y- e &- tocoferdis e a-, -,
y- e O- tocotrienois (CRAFT, 2016; MANGIALASCHE et al., 2012; COLOMBO,
2010). De acordo com Gutierres et al. (2012) o a-tocoferol € o mais bioativo dos

grupos de tocoferois e tocotrienois.
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Para Azzi et al. (2016) relatam que com o uso da vitamina E natural
poderiam prevenir ou até mesmo curar doencas, as supostamente geradas pelo
estresse oxidativo, como cardiovascular, cancer, cataratas, neurodegenerativas
e outras. De acordo com Morris et al. (2015), o a-tocoferol pode surtir efeito sobre
a doenca de Alzheimer e outros problemas cerebrais, quando houver a ingestao
de pequenas doses da vitamina numa dieta alimentar diaria e ndo na forma de
suplementacdo. Tais efeitos sdo confirmados por Jarvinen e Erkkila (2016) e
Mangialasche et al. (2012).

Assim, desta forma objetivou-se realizar uma bioprospeccéao de Oleos e
gorduras brutos presentes em polpas e sementes de frutos amazonicos bioativos
sobre a enzima acetilcolinesterase, bem como o perfil de &cidos graxos e de a-
tocoferol das espécies vegetais comuns na flora do estado de Roraima, a saber:
Acai (Euterpe oleracea), ata brava (Annona hypoglauca), bacaba (Oenocarpus
bacaba), buriti (Mauritia flexuosa), buritirana (Mauritia aculeata), murici amarelo
(Byrsonima crassifolia), murici vermelho (B. coccolobifolia), piacava brava
(Barcella odora), pupunha das variedades amarela e vermelha (Bactris gasipaes)

e tucumanzinho (Astrocaryum acaule).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESPECIES VEGETAIS ENCONTRADAS EM RORAIMA

2.1.1 Acai

A espécie Euterpe oleracea Mart. (1824), Arecaceae, conhecida no Brasil
como acaizeiro, tem predominancia observada em areas encharcadas. Os
estados brasileiros de maior incidéncia da espécie sdo Roraima, Amapa, Para,
Tocantins, Maranh&o e Goias. Ha presenca da espécie em outros paises, como:
Colombia, Equador, Venezuela, Trinidad e Guianas (LEITMAN et al., 2015;
NEVES et al., 2015; HENDERSON; GALEANO; BERNAL, 1995).

O acaizeiro (E. oleracea) € uma palmeira que possui cinco a seis touceiras
cuja altura varia de 5 a 25 m e seu didametro de 12 a 20 cm (PESCE, 2009). Ha
variedades de acaizeiro, 0s quais produzem os frutos de acai-roxo ou acai-preto
(o mais comum) (Figura 1), acai-branco, acai-acu, acai-tinga, acai-chumbinho,

acai-espada e acai-sangue-de-boi (OLIVEIRA et al., 2002).

Figura 1 - Frutos de acai

Fonte: As Plantas Medicinais (2016).
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Segundo o Sistema de Recuperacdo Automatica (SIDRA) do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), os trés estados que mais produzem
o fruto de acai no Brasil sdo: Para (2014: 109.759 t), Amazonas (2014: 66.642 t)
e Maranhao (2014: 13.897 t). A Tabela 1 apresenta o transcurso produtivo do

acai dos ultimos 5 anos nos estados da regido Norte (IBGE, 2015).

Tabela 1 - Producéo do agai nos ultimos 5 anos na regido Norte

Estados da Regiéo Acai (Fruto) (Toneladas)

Norte Produtores 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Acre (AC) 1.658 1.674 1.701 1.620 3.050 4.020
Amapa (AP) 1.337 1.427 1.766 1.893 2.036 2.225
Amazonas (AM) 1.576 3.256 89.480 71.146 71.783 66.642
Para (PA) 101.375 106.562 109.345 110.937 111.073 109.759
Rondénia (RO) 347 408 818 1.077 1.435 1.606
Roraima (RR) - - - - 1 1
Tocantins (TO) 3 3 3 3 - -
Regidao Norte 106.296 113.331 203.112 186.676 189.379 184.253

Fonte: IBGE (2015)

A producao do acaizeiro fornce diversos produtos, a saber:

» A palmeira do agai fornece palmito de 6tima qualidade e de alto valor
nutricional. As folhas podem servir de alimento para animais. Os
carocos dos frutos fornecem fibras que podem produzir bioenergia (na
forma de briquete) (REIS et al., 2002), producdo de adubo,
antioxidante e fibras para induUstria automobilistica (MARTINS;
MATTOSO; PESSOA, 2009), compdsitos de poliolefinas recicladas
(MARCONCINI et al., 2008), fibrocimento (LIMA JUNIOR, 2007),
cosmeéticos etc (PESCE, 2009; MARINHO, 2004). As améndoas dos
frutos sdo aplicadas na producdo de paes integrais, torrefacéo,
fitoterapico, O0leo comestivel e muitos outros (FERNANDES et al.,
2011; RODRIGUES, 2010).

» Da polpa dos frutos produzem-se vinho-de-agai (suco), sucos mistos,
licores e outras bebidas a base de acai (MATTA et al.,, 2010),
producdo de acai em po, geleias (OLIVEIRA; SANTOS, 2011),
sorvetes, cremes, iogurtes (SOUSA et al., 2006), picolé, mingaus,
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doces (TOWNSEND et al., 2001), paes integrais (RODRIGUES, 2010)
e 6leo (NASCIMENTO et al., 2008).

O acai além de servir, em grande parte, como alimento, é utilizado na
medicina alternativa sobre doencas inflamatorias, diabetes, artrite, cancer, entre
muitos outras. A polpa do acai pode apresentar polifendis (flavonoides: pro-
antocianinas, antocianinas, cianidina), carotenoides, aminoacidos e acido
ascorbico, como também uma grande quantidade de éleo verde escuro, rico em
acidos graxos saturados e insaturados, onde o 6mega 9 representa cerca de
56%, ha também vitaminas lipossoluveis, principalmente a vitamina E
(AMSELLEM-LAUFER, 2015; MENAA, 2014; YUYAMA et al., 2008;
NASCIMENTO et al., 2008).

2.1.2 Ata braba

A espécie vegetal Annona hypoglauca Mart. (1841) pertence a familia
Annonaceae e ao género Annona, o fruto é conhecido em Humaita, no estado
do Amazonas, por beriba (RINALDI, 2007; GOTTSBERGER, 1978). De acordo
com Braga et al. (2008), através de um levantamento da vegetacdo das
comunidades da area de influéncia do projeto Piatam e do Gaso duto Coari-
Manaus foi verificada, dentre tantas outras espécies, a espécie A. hypoglacua,
cujo nome nesta regido é graviolinha do igap0, e seu valor é alimentar (frutos) e
medicinal.

Relatos orais, colhidos junto aos moradores da regido do Apiau (Mucajali,
Roraima), indicam que nessa regido o fruto € conhecido por ata-bra ou graviola-
brava e que apresenta sabor acido e ndo faz mal a salude. Atualmente, ndo é
possivel encontrar o fruto de A. hypoglauca a venda em feiras e mercados locais.

De acordo com a Base de Dados do Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana (lIAP, 2010) a espécie A. hypoglauca é conhecida como
guanabana sacha, tortuga blanca, a qual é utilizado para combater anemia,
diarreia crbnica e parasitas intestinais. No Equador a espécie A. hypoglauca é
conhecida como mica ou chirimoya e seu fruto é usado para alimentacao
humana nas comunidades Sototsiaya e Aboquéhuira (MARCALLA, 2012). Ha
relatos da A. hypoglauca na Bolivia (chirimoya e arahuacatoco) e Venezuela
(majagua de Aparo) (GRANDTNER; CHEVRETTE, 2013).
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Ha ocorréncias de A. hypoglauca no estado Amazonas da Venezuela (em
San Carlos de Rio Negro), Colémbia, Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Peru,
Bolivia e na Amazonia brasileira, geralmente em areas sazonalmente inundadas
e com matas ciliares. Suas sementes sdo dispersas por peixes (MARTIUS,
1841). Essa dispersdo das sementes da A. hypoglauca é confirmada por
Gottsberger (1978), segundo o autor quando o nivel do rio aumenta observa-se
frutos maduros, de coloragdo amarela, na prépria arvore que logo caem, assim
sdo consumidos por peixes como tambaqui, jatuarana, pacu branco, pacu e
sardinha. Sementes ndo sdo danificadas e sdo dispersas por estas espécies de
peixes.

A Encyclopedia of Life desenvolveu um mapa de distribuicdo (Figura 2) da

espécie facilitando, portanto, a compreensao de suas localizacoes.

Figura 2 - Mapa de distribuicdo da espécie A. hypoglauca

Fonte: Encyclopedia of Life, EOL (2015).

Martius (1841) descreve a A. hypoglauca (Figura 3) como arvores que se
desenvolvem em florestas inundaveis (matas de varzea e igap0), cujos habitos
se caracterizam como arboreo ou de liana e podem atingir 9 metros de altura.
Suas folhas sdo pecioladas, ovado-oblonga, agudas membranosas, glaucas ou
cinzentas na parte abaxial, quanto as flores sdo amarelas por fora e brancas por
dentro com uma macula purpura na base das pétalas e dispostas em racimos de

2 a 4 e presenca de fibras resistentes e longas nas cascas chamada de envira.
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Figura 3 - Fruto (A) fruto aberto (B), flor fechada e folhas (C) flor aberta e folhas
(D)

Foto: Autor.

Segundo Suffredini et al. (2007), o extrato vegetal da madeira da espécie
A. hypoglauca apresentou significativa atividade biolégica contra células
tumorais de adenocarcinoma de mama. Segundo Suffredini et al. (2007), essa
atividade antitumoral possivelmente seja pela presenca de compostos fendlicos
e alcaloides.

Segundo Rinaldi (2007), em sua dissertacdo de mestrado que utilizou
caules da planta seca, onde os extratos brutos e alcaloides totais isolados foram
utilizados em testes antibacteriano e anticancerigenos. A acdo dos extratos
contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Escherica coli ndo foi
significativa, ja os alcaloides totais tiveram atividade bactericida significativa
contra S. aureus, E. faecalis.

Rinaldi (2007) afirma que em ensaios de citotoxicidade sobre células
tumorais como céancer de prostata, pulmao, célon, sistema nervoso central e
leucemia, foi verificado que o extrato bruto dessa espécie vegetal inibiu todas as
células tumorais supracitadas, com maior letalidade sobre a célula tumoral de
colon.

Silva (2009) afirma que o extrato metanol-agua do caule da A. hypoglauca
possui bioatividade contra as bactérias Streptococcus mutans e Streptococcus
sanguinis.

Santos et al. (2014) observaram, através dos extratos brutos das folhas,
uma interessante atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias. Segundo
0s autores supracitados houve 100% de inibicdo de S. aureus e S. sanguinis,
61% para S. typhimurium e cerca de 97% para C. albicans. Os Unicos relatos
das folhas da espécie de A. hypoglauca € de prospeccao fitoquimica, onde

sugere a presenca de saponinas, flavonoides, triterpenoides e taninos.
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2.1.3 Bacaba

A espécie Oenocarpus bacaba Mart. (Figura 4) pertence a familia
Arecaceae e € conhecida como bacaba, bacaba-acu, bacaba-verdadeira (Brasil),
ungurahui (Peru), manoco, milpesos, punama (Colémbia), palma de vino, seje,
sejito, seje pequefio (Venezuela). A espécie se distribui geralmente pelos
estados do Amazonas e Para, em ambiente de mata virgem alta de terra firme
(SMITH, 2015; GUIMARAES, 2013; CYMERYS, 2005).

Figura 4 - Bacabeira e seus frutos

Fonte: Ferreira (2005).

A bacaba, ou bacabeira, além de ser utilizada como planta ornamental sua
madeira, fibras e folhas podem fazer parte da cobertura e do revestimento de
casas e, até mesmo, confeccionar bolsas, sacolas, cestos, abanos, etc; ja a
aplicacéo do tronco se da na construcédo civil e no desenvolvimento de arcos e
flechas (SMITH, 2015; GUIMARAES, 2013; MEYER, 2013; QUEIROZ; BIANCO,
20009).

Dessa palmeira, a bacabeira, obtém-se o palmito como consumo de
subsisténcia. Seus frutos destinam-se na producao de “vinho” (suco) de sabor
agradavel, elevado teor de 6leo e caracteristicas fisico-quimicas e propriedades

organolépticas semelhantes ao azeite de oliva, porém o rendimento na bacaba
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€ maior. O Oleo do fruto da bacaba pode ser utilizado em frituras e os residuos
dos frutos podem ser utilizados como racéo animal (SMITH, 2015; GUIMARAES,
2013; MEYER, 2013; QUEIROZ; BIANCO, 2009; SILVA E SILVA et al., 2009;
CYMERYS, 205).

De acordo com Smith (2015), o 6leo do fruto da bacaba € utilizado no
tratamento da bronquite, tuberculose, purgativo e, também, em casos de picada
de cobra, este ultimo pelos indigenas Bora do Peru (SMITH, 2015).

2.1.4 Buriti

Mauritia flexuosa L.f. pertence ao género Mauritia e a familia Arecaceae, €
conhecida no Brasil como buriti, miriti, muriti e buriti-do-brejo (SHANLEY;
MEDINA, 2005). Segundo Ribeiro (2010), a comunidade indigena de Roraima,
Macuxi, a consideram “arvore da vida”.

De acordo com Leitmain et al. (2015), a ocorréncia da espécie M. flexuosa
se da em vegetacdo de Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de Varzea, Palmeiral,
e se distribui nos seguintes dominios fitogeograficos: Amazénia, Caatinga e
Cerrado. Ainda os autores supracitados e Ribeiro (2010) afirmam que as regides
brasileiras que apresentam a espécie sdo: Nordeste (Bahia, Cear4, Maranhao,
Piaui), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso),
Norte (Amazonas, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins) e Sudeste (Séo Paulo,
Minas Gerais). Segundo Smith (2015) e Kew (2015) héa incidéncia da espécie em
outros paises também, como: Bolivia, Colombia, Equador, Guiana Francesa,
Guiana, Peru, Trinidad e Venezuela.

Para Shanley e Medina (2005), Ribeiro (2010) e Ribeiro et al. (2014) o buriti
€ uma das palmeiras mais Uteis da Amazobnia, a saber:

» Folhas: coberturas de habitagfes, vestes para rituais, vassoura, linha
de costura, chapéu, rede de dormir, rede de pesca, persianas, jogo
americano, uso medicinal, entre muitos outros.

» Frutos (Figura 5): consumo in natura, suco, doces, bolo, 6leo de
cozinha, alimentacédo de animais, brinquedos, mingau, uso medicinal
e outros.

» Estipe: obtencdo de acucar, ripas para telhado, cercas, adubo,

palmito, ponte, medicinal etc.
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Figura 5 - Frutos do buriti

Fonte: Autor.

De acordo com o SIDRA (IBGE, 2015), os trés estados que mais produzem
fibra do buriti no Brasil foram: Para (258 t em 2014), Maranhéo (148 t em 2014)
e Bahia (53 t em 2014). A Tabela 2 apresenta a producao da fibra de buriti nos
altimos 5 anos nos estados da regido Norte, alguns estados ndo aparecem como

produtores, inclusive Roraima.

Tabela 2 - Obtencéo de fibra do buriti nos ultimos 5 anos na regido Norte.

Estados da Regido Buriti (Fibra) (Toneladas)

Norte Produtores 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Acre 356 - - - - -
Amazonas 1 - - - 2 2
Para 252 254 255 259 257 258
Tocantins 1 - - - - -
Regiao Norte 610 254 255 259 259 260
Brasil 803 465 465 469 466 466

Fonte: IBGE (2015)

Segundo Barbosa (2011), a fibra do buriti apresentou energia de impacto
maior que outras fibras lignocelulésicas e, segundo o autor, a fibra pode ser
utilizada como uma opc¢ao de material para engenharia, bem como, o
desenvolvimento de novos materiais, além das industrias automobilisticas.

Ja a producéo de oleo o IBGE né&o informa, e sim a obtencédo do coco do
buriti onde ha registros de 2006 (IBGE, 2015), o que pode ser acompanhado na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Producao de coco de buriti nos estados da regido Norte

Estados da Regido Norte Produtores de Coco de Buriti (2006)

Acre Amapad Amazonas Pard Rondbnia Roraima Tocantins

41 - 504 1.130 3 149 164

Fonte: IBGE (2015)

Hada et al. (2013) estimaram mais de 1000 toneladas por ano do fruto de
buriti em toda terra indigena Araca em Roraima. Os autores destacam que a
obtencao de 6leo da polpa de buriti poderia gerar mais de 47 mil litros por ano.

Segundo Shanley e Medina (2005), o Oleo pode ser utilizado por
comunidades isoladas na Amazonia, o que foi possivel fornecer energia em uma
comunidade em Rondonia. Cavaliero e Silva (2003) destacam outra comunidade
(Vila Campinas, municipio de Manacapuru, estado do Amazbénas) isolada que
teve a oportunidade de fazer uso da energia elétrica gracas ao 6leo de buriti.
lamaguti (2014) analisou o desempenho do biodiesel de buriti em trator quando
misturado ao diesel, segundo o autor houve reducado da opacidade da fumaca a
medida que se adicionava biodiesel de buriti, 0 autor afirma que tal resultado
demonstra a eficiéncia de combustdo do motor.

Uma outra inovacdo quanto ao uso do o6leo de buriti é aplica-lo a mistura
de poliestireno (matéria prima para copos descartaveis) e de polimetacrilato de
metila (matéria prima para lentes de Oculos escuros), fornecendo, portanto, um
produto que apresenta capacidades de absorver e de emitir luz (FAPESP, 2015).

Quanto a alimentacao, a composicao da polpa do fruto de buriti € de agua
(em grande quantidade, cerca de 64%), carboidratos, proteina, lipideos (acidos
oleico, linoleico e linolénico), célcio, carotenoides e vitaminas A, E e C, entre
muitos outros. A composi¢cao quimica na polpa do fruto de buriti pode apresentar
diversos beneficios aos seres humanos como atividades antioxidante e
antimicrobiana e, também, um bom desenvolvimento neonatal (MEDEIROS et
al., 2015; CANDIDO et al., 2015; KOOLEN et al., 2013; ZANATTA et al., 2010;
RIBEIRO, 2008; ALBUQUERQUE et al., 2003).

2.1.5 Buritirana
A espécie Mauritia aculeata Kunth (ou Mauritiella aculeta (Kunth) Burret),

pertencente a familia Arecaceae, é conhecida como buritirana (Figura 6). Ocorre

na América do Sul: Coldmbia, Venezuela, Guianas, Equador, Peru, Brasil (Acre,
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Amazonas, Para, Ronddnia, Bahia, Goias). E conhecida na Venezuela como
morichito (diminutivo de morichi, buriti) e no Brasil € chamada de buritirana
(GRANDTNER; CHEVRETTE, 2013).

Figura 6 - Tronco e frutos da buritirana

Fonte: Autor.

Para Tabacow (2004), a buritirana é uma réplica miniaturizada do buriti. De
acordo com Bernal e Galeano (2010) essa espécie nao pode ser confundida com
M. armata, pois a espécie em estudo cresce em solos arenosos ao longo das
margens de rios de agua negra, como por exemplo na area superior do Rio
Negro do rio Amazonas e vizinha aos afluentes de agua preta do rio Orinoco,
enquanto a M. armata se da em pantanos florestais, entre outras diferencas
taxondmicas. O que é confirmado por The Plant List, o qual é colaborado pela
Royal Botanic Gardens, Kew e Missouri Botanical Garden, onde afirma esses
sindnimos séo ilegitimos, portanto os que sdo considerados os sinbnimos de
Mauritia aculeata sdo Mauritiella aculeata, Lepidococcus aculeatus, entre outros.
As informacgdes séo, também, confirmadas por Smith (2015), ele também afirma
que tanto M. armata quanto M. aculeata sdo comestiveis. Atualmente ndo ha
dados quimicos, fisico-quimicos e de atividades bioldgicas, apenas taxondmicos

sobre a espécie M. aculeata.

28



2.1.6 Murici Amarelo (ou Mirixi) e Murici Vermelho (ou murici)

A familia Malpighiaceae apresenta mais de 60 géneros e mais de 1.000
espécies, cuja composicdo pode ser de arvores, arbustos e lianas, de ampla
ocorréncia nas regides tropicais (VOGEL, 1990; BARROSO, 1991). Um de seus
géneros, Byrsonima, esta distribuido nos campos cerrados e savanas
neotropicais (CAVALCANTE, 1991; MIRANDA; ABSY, 1997).

Duas espécies do género Byrsonima sdo encontradas em grande
guantidade no estado de Roraima, B. crassifolia e B. coccolobifolia (BARBOSA
et al., 2005; POTT,; POTT, 199).

2.1.6.1 Byrsonima crassifolia (Murici Amarelo ou Mirixi)

A espécie B. crassifolia (L.) Kunth € uma arvore de pequeno porte (4 a 10
m) conhecida em Roraima como murici amarelo ou mirixi (Figura 7). Esta espécie
€ comum em todo o estado de Roraima, bem como no Brasil Central, mas é
possivel encontra-la em Veracruz no México e, também, no Paraguai. Os frutos
de murici amarelo sdo apreciados em Roraima e seu consumo pode ser in
natura, suco, sorvetes, doces ou licor (SILVA et al., 2016; BARBOSA et al., 2005;
CORREA, 2002).

Figura 7 - Flores e frutos do murici amarelo

Fonte: Autor.

O murici amarelo apresenta atividade antiinflamatéria, a qual esta
relacionada com a atividade antioxidante, certamente pela presenca de
compostos fendlicos, carotenoides e o acido ascoérbico. Nota-se que a atividade
antioxidante € maior em frutos imaturos (Silva et al., 2016; Maldini et al., 2009).
Maldini, Montoro e Pizza (2011) isolaram mais oito compostos fendlicos, a saber:
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acido 5-O-galoilquinico, &cido 3-O-galoilquinico, acido 3,4-di-O-galoilquinico,
acido 3,5-di-O-galoilquinico, acido 3,4,5-tri-O-galoilquinico, (+)-epicatequina-3-
galato juntamente com (+)-catequina and (+)-epicatequina.

Uma outra bioatividade é obsevada por Herrera-Ruiz et al. (2011), a
antidepressiva em extrato metandlico, cujo efeito pode ser pelos flavonoides
presentes, como rutina, quercetina e hesperidina.

Martinez-Vasquez (1999), destaca o potencial antimicrobiano do extrato de
acetato de etila das raizes do murici amarelo frente as bactérias Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexnari,
Staphylococcus aureus, S. epididermis, Streptococcus pneumoniae e
Micrococcus luteus. E, também, o potencial leshimanicida (PERAZA-SANCHEZ

et al., 2007), entre muitas outras bioatividade do murici amarelo.

2.1.6.2 Byrsonima coccolobifolia (Murici Vermelho ou Murici)

A espécie Byrsonima coccolobifolia Kunth (Figura 8) é encontrada em areas

de vegetacdo aberta da America do Sul, como Brasil, Venezuela e Republica
Cooperativa da Guiana (MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 200;
CAVALCANTE, 1991).

Figura 8 - Flores do murici vermelho

Fonte: Alves (2016)

Na regido Amazoénica esta espécie (B. coccolobifolia) ocorre em areas de
mata, cerradao e cerrado aberto (POTT; POTT, 1994), e de acordo com Miranda
(1998) é uma das principais espécies lenhosas em area de savana em Roraima,
por esta razao seu uso pode ser como forrageira (na falta de pasto), ornamental,

movelaria e produgéo de lenha e carvdo. Quanto aos seus frutos, estes sdo
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utilizados no preparo de sucos e refrescos. Esta planta é conhecida como murici,
murici vermelho ou mirixi caju (BARBOSA et al., 2005; POTT; POTT, 1994).

A espécie B. coccolobifolia apresenta algumas bioatividades, avaliadas por
Alves et al. (2000), onde comprovaram atividade moluscocida sobre
Biomphalaria glabrata, e bactericida sobre Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus e Pseudomonas aeruginosa.

2.1.7 Piacava-brava

O género Barcella pertence a familia Arecaceae e possui uma unica
espécie, a Barcella odora (Trail) Drude. De acordo com Corley e Tinker (2016) e
também Lai, Tan e Akoh (2012) houve, inicialmente, uma confusdo com o género
Elaeis, cujo nome da espécie seria Elaeis odora, por causa de pequenas
diferencas, porém Henderson, Galeano e Bernal (1995) ja haviam afirmado que
seria improvavel tal confuséo. Atualmente, o nome Barcella odora é aceito.

A incidéncia de B. odora (Figura 9) se da ao longo do Rio Negro e seus
afluentes (Amazonas), de solo arenoso, pobre em nutrientes e quase
encharcado (IBGE, 1997; MARTIUS, 1881), com tipo de vegetacao
Campinarana e Floresta de Terra Firme, a espécie é conhecida como piacava-
braba ou piacabarana (falsa piagaba) (LEITMAN et al., 2015; HENDERSON,;
GALEANO; BERNAL, 1995) e é utilizada, segundo Dransfield et al. (2008) (apud
PalmWeb, 2015), na construcdo e, para o INPA (2015), também podera
apresentar potencial como palmeira ornamental. Segundo Johnson (1996) esta
espécie ocorre no centro-norte da Amazonia. E de acordo com o Royal Botanic
Garden - Kew (2015), Leitman e colaboradores (2015) e Ferreira (2015), a

distribuicdo da espécie é observada em Roraima.

Figura 9 - Frutos de B. odora em Roraima

Foto: Autor, 2015.
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As informacgdes sobre B. odora sdo taxondmicas, atualmente ndo ha dados
(ou séo incipientes) quimicos, fisico-quimico e de atividade bioldgica sobre o 6leo

obtido da polpa ou da semente desta espécie.

2.1.8 Pupunha

Bactris gasipaes Kunth, conhecida como pupunha, € uma planta da familia
Arecaceae. A pupunheira alcanca 25 metros de altura e cada tronco atinge de
10 a 25 centimetros de diametro. A planta forma uma touceira com até 15 troncos
espinhosos. Ha muitas variacdes no formato e na cor da casca do fruto
(vermelha, amarela, alaranjada, branca, listrada) (Figura 10), no teor de Oleo (de
2% a 30% do peso fresco) e no tamanho do fruto (de 10 a 200 gramas). Além
disso, existem frutos sem sementes. Originaria das florestas tropicais do
continente americano. E muito conhecida e consumida pelas populacdes nativas
da América Central até a Floresta Amazonica, sendo ha séculos utilizada na sua
alimentacédo (CYMERYS; CLEMENT, 2005).

Figura 10 - Frutos de variedades amarela e

vermelha de pupunha

Fonte: Prefeitura Municipal de Belém (2016).

7

O consumo do palmito de pupunha é muito apreciado. Dos frutos da
pupunha é possivel obter varios produtos, como: farinha, bebida fermentada e

fruto cozido (preferéncias das variedades amarela e vermelha), puré, em formato
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de “batata frita”, bolo, polpa, compotas, geleias e 6leo. Quanto ao 6leo do fruto
pode ser utilizado para fritura de alimentos, alisar os cabelos e como medicina
popular nas dores de ouvido e de garganta (GRAEFE et al., 2013; GALDINO;
CLEMENT, 2008; CYMERYS; CLEMENT, 2005; CLEMENT, 2000).

Os frutos da pupunha podem conter proteinas, carboidratos, carotenoides,
esterois e vitaminas A, B1, C e E (a-tocoferol predominante), além de minerais
(potassio, célcio, fosforo, ferro, selénio e cromo) e acidos graxos saturados e
insaturados, como por exemplo: pupunha amarela: acido palmitico, 54,87%,
acido oleico, 36,97%, acido linoleico, 2,34%, e o acido linolénico, 0,77%.
Pupunha vermelha: &cido palmitico, 58,15%, &cido oleico, 24,82%, acido
linoleico, 8,55%, e o &cido linolénico, 2,56% (GRAEFE et al., 2013, ANDRADE,
2007; YUYAMA et al., 1999).

2.1.9 Tucumanzinho

No Brasil a espécie Astrocaryum acaule Mart. € conhecida como
tucumanzinho ou tucumai e mumu na comunidade indigena Wayana, ja na
Colombia é chamado de cocorito, espina, tucum e na Venezuela como corozo.
A ocorréncia da espécie se da em florestas de varzea ao longo das aguas
escuras do Rio Negro e muitos de seus afluentes ou ao longo das bordas de
areia dos rios (SMITH, 2015; HENDERSON, 1995).

A palmeira ndo apresenta caule e possui muitos espinhos negros. Seus
frutos (Figura 11) sdo de cor amarela, quando maduros, e possuem polpa rica
em vitamina A. Ja a semente é utilizada na confeccao de artesanatos, como
aneis e ornamentos (LORENZI et al., 1996; HENDERSON, 1995). Henderson et
al. (1995) citam que os frutos sdo comestiveis e as fibras das folhas séo
ocasionalmente extraidas, mas ndo citam a aplicacdo das mesmas. Kahn e
Millan (1992) referem-se ao trabalho de Barbosa Rodrigues (1903), onde o
mesmo menciona a utilizacao dos frutos como isca de peixe. Segundo Lorenzi
et al. (1996), os frutos sdo consumidos por pequenos roedores e as fibras das

folhas utilizadas pelos indios para diversos usos.
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Figura 11 - Frutos de A. acaule

Fonte: Palm Talk (2016).

De acordo com Maciel, Nascimento e Pacheco (2008) onde observaram a
viabilidade técnica da fibra do tucumanzinho na producdo téxtil, e assim
desenvolveram um produto com alto grau de aceitacdo por parte dos usuarios
pela inovagao.

Dados quimicos, fisico-quimico e de atividade biolégica sobre o 6leo obtido
da polpa ou da semente desta espécie A. acaule, ndo existem ou séo incipientes.

2.2 OLEOS E GORDURAS

Foi observado que muitas das espécies vegetais ndo apresentam um perfil
de acidos graxos saturados e insaturado e/ou o teor de vitaminas lipossolaveis,
como A, D, E e K, outras tém apenas dados taxondmicos ou apenas informacdes
de uso comum por algumas comunidades.

2.2.1 Lipidios

Lipidios sdo substancias quimicas, cujas estruturas sao constituidas por

carbono, hidrogénio e oxigénio, mas podem apresentar em suas moléculas o
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atomo de fosforo. Os lipidios podem ser de cadeia carbonica aberta ou fechada,
como podem ter ou ndo ramificacdes, além de apresentar ou ndo insaturacgées.
Os lipidios incluem gorduras, ceras, esteroides, vitaminas lipossoliveis, mono,
di e triglicerideos, fosfolipidios, entre outros (SOLOMONS; FRYHLE, 2006).

2.2.2 Acidos Graxos

Os acidos graxos podem ser saturados (AGS) ou insaturados (AGI). Os
AGS podem ser de cadeia simples ou ramificados e suas ligacdes entre os
atomos de carbono sao simples. Ja os AGI podem apresentar insaturacdes, ou
seja, a presenca de uma ligacdo, acido graxo monoinsaturado (AGMI), ou mais
de uma ligacdo dupla carbono-carbono, acido graxo poliinsaturado (AGPI)
(SOLOMONS; FRYHLE, 2006).

Os AGI que merecem destaque em Oleos e gorduras vegetais pela
quantidade e pelo seu efeito bioldgico sobre o organismo humano séo os acidos
oleico (bmega 9 ou w-9), linoleico (dmega 6 ou w-6) e linolénico (bmega 3 ou w-
3), 0s quais estéo estruturados nos triacilglicerois (TAG) na forma de tri ésteres
de acidos graxos com glicerol (SOLOMONS; FRYHLE, 2006). Esses TAGs estao
em grande quantidade nos lipidios, na qual € uma macromolécula organica que
pode ser fragmentada pela acdo das secrecdes biliar e pancreatica e envolta por
estas secrecdes, desta forma entram pela corrente sanguinea através das
microvilosidades do intestino delgado (BARRETT et al., 2012).

O O6mega 9 é um &cido graxo monoinsaturado (AGMI) (SOLOMONS;
FRYHLE, 2006; PONTES-ARRUDA, 2009) comum na maioria de 6leos vegetais,
como por exemplo, o azeite de oliva (GUILLEN; RUIZ, 2003).

Os beneficios do &cido oleico parecem estar sempre associados a outro
acido graxo, o linolénico, e aos polifendis, como sinergismo, através da
alimentacdo no consumo de azeite de oliva (w-9), peixes (w-3) e vinho tinto (ou
azeitonas) (polifendis). Mas, o destaque € maior para o acido oleico, como:
bioatividade sobre o cancer e sobre doencas autoimunes, reumaticas, como
também apresenta propriedades antiinflamatoria, antidiabética, redutora da
arteriosclerose coronéria, entre muitos outros (SALES-CAMPOS et al., 2013;
Lou-BONAFONTE et al., 2012; CARRILLO; CAVIA; ALONSO-TORRE, 2012;
PAUWELS, 2011; BERMUDEZ et al. 2011; VASSILIOU et al., 2009; SALES;
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OLIVIERO; SPINELLA, 2009; COLOMER; MENENDEZ, 2008; MENENDEZ;
LUPU, 2006).

Ja o dmega 6 € um acido graxo poliinsaturado (AGPI) (SOLOMONS;
FRYHLE, 2006). De acordo com Poli e Visioli (2015), em uma profunda revisao
da literatura, destacaram a principal importancia do consumo do &cido linoleico,
a reducao de risco cardiovascular (CV). Segundo os autores, quanto maior o
consumo de w-6, menor sdo os riscos de doencas CV. E, vale destacar, que o
Omega 6 nao possui efeito sobre a inflamacdo. Outros beneficios deste acido
sao apresentados por Knowles e Watkinson (2014), como: bioatividade sobre a
dermatite e eczema, artrite reumatoide, a sindrome pré-menstrual e na
prevencao de doencas cardiacas e acidente vascular cerebral.

Um outro poliinsaturado € o dmega 3 (SOLOMONS; FRYHLE, 2006), onde
este tipo de acido graxo poliinsaturado tem baixas concentracdes na maioria dos
Oleos e gorduras vegetais, exceto em canola, soja, nozes e linhaca e,
geralmente, é predominante um alto teor desse acido em peixes (GUILLEN;
RUIZ, 2003). SIMOPOULOQOS (2004) cita uma série de beneficios atribuidos ao
w-3, como a prevencdo e o0 tratamento de doenca da artéria coronaria,
hipertenséo, diabetes, artrite, doengas renal, inflamatérias, autoimunes, cancer
€ muitos outros.

Os acidos linoleico e linolénico apresentam grande importancia aos
humanos, como vimos anteriormente, por esta razdo sdo considerados acidos
graxos essenciais. Os mesmos s podem ser obtidos pela alimentacao, pois 0s
humanos ndo tém a capacidade de biosintetiza-los (SIMOPOULOS, 2006;
SOUZA; MATSUSHITA; VISENTAINER, 1998).

De acordo com Simopoulos (2006; 2004) o consumo destes acidos graxos
deve ser feito de forma equilibrada e que se atenda a uma propor¢ao de w-6/w-
3, e que a ingestdo do w-6 ndo seja tao alta, pois 0 excesso pode desenvolver
doencas cardiovasculares, cancer, autoimunes e inflamatérias, assim, a FAO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations) (2010) recomenda que
a ingestdo minima de w-6 em 2,5% e de w-3 em 0,5% e o valor ideal total de
AGPI (w-6 e w-3) varie entre 6 e 11%. Poli e Visioli (2015) apontam que reduzir

0 consumo do w-6 poderia acarretar em doengas CV.
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2.2.3 Vitaminas Lipossoluveis

Além da composicéo lipidica dos Oleos e gorduras, outras substancias, em
menor quantidade, podem ser encontradas como as vitaminas lipossollveis.
Tais vitaminas podem ser encontradas, naturalmente, em 6leos e gorduras, séo
elas as vitaminas A, D, E e K (GONCALVES, ESTEVINHO, ROCHA, 2016;
ZHAO et al.,, 2013; MANGIALASCHE et al., 2012; MANNA, KALITA, 2016;
KLACK; CARVALHO, 2006).

2.2.3.1 Vitamina A

A vitamina A (Vit A) (ou retinol, trans-retinol, Figura 12) € obtida através da
alimentacdo e seus beneficios iniciam na reproducdo e desenvolvimento do
individuo, evitando o seu comprometimento quanto as anomalias e mas
formacdes (CLAGETT-DAME, KNUTSON, 2011), além de atuar na funcao
imunologica, entre muitos outros. Além do supracitado, a principal funcdo da
vitamina € manter a boa saude dos olhos (BLOMHOFF, BLOMHOFF, 2006).

De acordo com Blomhoff e Blomhoff (2006) a vitamina A é um termo
aplicado ao retinol e aos seus derivados naturais e sintéticos (até mesmo os

carotenoides), também chamados de retinoides (Figura 12).

Figura 12 — Estruturas quimicas de alguns retinoides
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2.2.3.2 Vitamina D

A vitamina D (Vit D) é de grande importancia e promove salude aos
humanos. Suas principais fontes sdo D2 (ergocalciferol) (Figuras 13 a) e D3
(cholecalciferol) (Figuras 13 b), ambas sdo obtidas através da alimentacéo e
transformadas em 25-hidroxivitamina D, ou 25(OH)D, no figado quando o
individuo se expde aos raios ultravioletas do Sol (ZHAO et al., 2013).

Figura 13 — Estruturas quimicas do ergocalciferol, D2 (a), e do colecalciferol, D3

(b).

(@) (b)

Para Souza et al. (2008) a 25(0OH)D é acumulada no organismo humano
auxiliando na fixacdo do célcio nos 0ssos, mas de acordo com Kesby et al (2011),
sua atuacdo no corpo humano vai além e sua insuficiéncia ou deficiéncia por
desenvolver problemas sérios a salde. Desta forma Schatft et al. (2013) e Zhao
et al. (2013) destacam que a insuficiéncia ou deficiéncia de vitamina D pode
causar diversos problemas a saude humana, a saber: depressado, obesidade,
sindrome de mé& absorcao, envelhecimento da pele; casos mais graves: doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus, canceres de colo e de mama, e até a morte
(SCHAFT et al., 2013; ZHAO et al., 2013).

Para Schatft et al. (2013) ha uma relacdo da baixa quantidade de vitamina
D ao declinio cognitivo do individuo, bem como maiores chances de
desenvolvimento da deméncia. Enquanto Zhao et al (2013) analisaram que
pacientes que apresentam doencas neurodegenerativas, como Alzheimer (DA)

e Parkinson (DP, tém baixo teor de 25(0OH)D no sangue. Afzal, Bojesen e
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Nordestgaard (2014) também associam a baixa concentracdo da vitamina com
o DA e outras doencas. Beyazal et al. (2016), também confirmam essa
associacdo da baixa concentracdo da vitamina com DP, além de uma baixa

densidade 6ssea, em comparagcao ao grupo controle.
2.2.3.3 Vitamina E

A vitamina E (Vit E) é composta por tocoferdis e a-, B-, y- € &- tocotrienois
(Figura 14 a, b), os quais séo obtidos através da alimentac&o, naturalmente em
Oleos vegetais, folhas verdes, laticinios, etc (CRAFT, 2016; MANGIALASCHE et

al., 2012; COLOMBO, 2010).

Figura 14 — Estruturas quimicas do a, B, y e & tocoferol (a) e tocotrienol (b)

(b)
a: Rl CHgs; R% CHs; B: RY: CHs; R% H; y: RY: H; R% CHs; &: R: H; R%
CH

De acordo com Colombo (2010), a vitamina E apresenta diversos
beneficios ao sistema cardiovascular e baixas concentracées de colesterol no
sangue. Segundo Kaempf e Linderkamp (1998) e Craft (2016) a vitamina E
chega aos tecidos através do colesterol LDL, por sua forte afinidade receptora.
Para Kaempf e Linderkamp (1998), Azzi et al. (2016) e Jarvinen e Erkkila (2016)
uma das principais funcbes da vitamina E no organismo humano é sua
capacidade antioxidante, pois protege as células dos radicais livres.

Para Azzi et al. (2016) com o uso da vitamina E natural poderiam prevenir
ou até mesmo curar doencas, as supostamente geradas pelo estresse oxidativo,
como cardiovascular, cancer, cataratas, neurodegenerativas e outras. De acordo
com Morris et al. (2015), o a-tocoferol pode surtir efeito sobre a doenca de
Alzheimer e outros problemas cerebrais, quando houver a ingestédo de pequenas
doses da vitamina numa dieta alimentar diaria de ingestdo do mesmo e n&o na
forma de suplementacdo. Tais efeitos sdo confirmados por Jarvinen e Erkkila
(2016) e Mangialasche et al. (2012).
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2.2.3.4 Vitamina K

A vitamina K (Vit K) € composta por duas formas naturais, a vitamina Kz, a
filoquinona (Figura 15 a), e a vitamina Kz, menaquinona (Figura 15 b), estas
podem ser obtidas através da alimentacdo (HIRAIKE; KIMURA; ITOKAWA,
1988). De acordo com Klack e Carvalho (2006) a menoquinona (MKn) ainda pode
variar entre menoquinona 4 (MK4) a menoquinona 13 (MK13) e outras vitaminas
K podem ser obtidas, como a dihidrofiloquinona (dK) e menadiona (vitamina Kas)
(MANNA; KALITA, 2016; BEULENS et al., 2009).

Figura 15 — Estruturas quimicas da vitamina K: filoquinona (a) e menaqguinona

(b)
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n: é o numero de residuos isoprendides.

A vitamina K proporciona beneficios, como a reducdo de doenca cardiaca
coronaria, calcificagcdo coronaria, melhora na sensibilidade a insulina e a
tolerancia a glucose, previne a resisténcia a insulina e, principalmente, participa
da coagulacao do sangue (MANNA; KALITA, 2016; GAST et al., 2009; BEULENS
et al., 2009). Mas, para Cottam e Connett (2015), a deficiéncia dessa vitamina
em recém-nascidos com fibrose cistica e que sdo apenas alimentados com o
leite materno, podem desenvolver uma doenga chamada de coagulopatia, onde
ha hemorragia, podendo, em casos de demora na identificacdo do problema,
desenvolver hemorragia intracraniana. De acordo com Hiraike, Kimura e ltokawa
(1988) a deficiéncia de vitamina K pode ser uma das causas de transtornos

hemorragicos no periodo neonatal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Realizar bioprospeccao de 6leos e gorduras brutos de polpas e sementes
dos frutos amazonicos acai (Euterpe oleracea), ata-brava (Annona hypoglauca),
bacaba (Oenocarpus bacaba), buriti (Mauritia flexuosa), buritirana (Mauritia
aculeata), mirixi (Byrsonima crassifolia), murici (B. coccolobifolia), piacava-brava
(Barcella odora), pupunha variedades Amarela e Vermelha (Bactris gasipaes),
tucumanzinho (Astrocaryum acaule) frente ao perfil de acidos graxos saturados
e insaturados, o teor de a-tocoferol e, também, a atividade anti-

acetilcolinesterasica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obter 6leos e gorduras presentes em polpas e/ou sementes dos frutos
amazoénicos por equipamento de Soxhlet e avaliar a composicédo de
acidos graxos saturados e insaturados em Oleos e gorduras por
Cromatografia a Gas acoplado ao Detector de lonizacdo de Chamas
(GC-FID);

» Caracterizar a constituicdo de acidos graxos insaturados e suas
propriedades fisico-quimicas de frutos consumidos na regiao
amazobnica por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
1H);

= |dentificar os grupos funcionais dos acidos graxos em 6leos e gorduras
de frutos consumidos na regido amazoénica por Infravermelho (IV);

» Qualificar e quantificar o teor de vitamina E (a-tocoferol) em éleos e
gorduras de frutos consumidos na regido amazonica por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

= Analisar o potencial da atividade anti-acetilcolinesterasica em 0Oleos e

gorduras de frutos consumidos na regido amazonica.
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CAPITULO 1 - Fatty acid profile and bioactivity from Annona hypoglauca
seeds oil

Plants from Annona (Annonaceae) genus are present in tropical regions, where they have
economic and medicinal potential. Information on the fatty acids profile and bioactivity
from seed oil of Annona species are incipient. The objective of this work was to investigate
Annona hypoglauca seeds oil in terms of its yield, composition and biological activity
(acetylcholinesterase enzyme inhibition, bactericidal and fungicidal activity). Fatty acids
profiles were determined by Gas Chromatography equipped with Flame lonization
Detector. Oil yield reached about 15% and the major constituents detected were w-9 oleic
acid (42.65%) and w-6 linoleic acid (29.63%). A. hypoglauca oil was potent for
acetylcholinesterase inhibition (79.55%), and presented high and selective bioactivity

against Candida albicans.

Key words: Annona hypoglauca, w-9 oleic acid, w-6 linoleic acid, acetylcholinesterase,

Candida albicans

INTRODUCTION

The Annonaceae family consists of about 112 genera and 2,440 species
(Couvreur et al., 2011), occurring in tropical regions. Brazil has 33 native genera
with about 250 species (Souza and Lorenzi, 2008). Species from Annona genus
present various activities such as anthelmintic (Ferreira et al., 2013), antioxidant
(Julian-Loaeza et al.,, 2011), antidiabetic (Florence et al., 2014), anticancer
(Wang et al., 2014), antiacetylcholinesterase (Tsai and Lee, 2010), antimicrobial
(Jamkhande et al., 2014), among others. Activity has been reported for various
parts of the plant such as roots (Jamkhande et al., 2014), stem bark (Dutra et al.,
2014), leaves (Matsumoto et al., 2014), fruit pulp (Clerici and Carvalho Silva,
2011) and seeds (Ribeiro et al., 2014). A huge diversity of substances associated
to a range of medicinal and nutritional (Pareek et al., 2011) benefits has also been
described. Annona hypoglauca species has in extracts of its wood antitumor
activity against breast adenocarcinoma has been described for A. hypoglauca
(Suffredini et al., 2007). Other screenings have shown cytotoxic activity against

tumor cell lines such as prostate, lung, colon, central nervous system, leukemia,
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among others (Rinaldi, 2007). Activity of A. hypoglauca against the bacterium
Streptococcus mutans has also been reported (Barnabé et al., 2014). The
information on biological activities of A. hypoglauca is incipient. This work was
addressed to study A. hypoglauca seeds oil in terms of its yield, composition and
biological activities, which included examination on whether acetylcholinesterase

was inhibited by the oil and its possible bactericidal and fungicidal actions.

MATERIALS AND METHODS

Source and processing of A. hypoglauca seeds

The plant was identified by Ricardo de Oliveira Perdiz (Studies Center of
Amazonian Biodiversity, CENBAM, Brazil) and deposited in UFRR Herbarium
(UFRR 3654). The fruits were obtained in Mucajai city, Roraima, taken to the
Environmental Chemistry Laboratory (Research Center, Post-Graduate Course
in Science and Technology — NPPGCT-UFRR) and washed. Seeds were
removed, washed, and dried at room temperature and then were placed in a
drying oven at 40°C with air circulation. Seeds were ground and sieved on a 20

to 40 mesh fabric to obtain a homogeneous granulation (Jorge and Luzia, 2012).

A. hypoglauca oil seeds processing

The oil was obtained by extraction from hexane solvent in a Soxhlet
apparatus for 6 h. The solvent was evaporated on rotaevaporator and the oil
(10.0328 g) was properly packaged in an amber vial under nitrogen atmosphere

and stored in a freezer (Jorge and Luzia, 2012).

Hydrolysis and methylation of lipids

An aliquot (10 mg) of A. hypoglauca oil was transferred to a 2 mL cryotube,
which contained 100 pL of a mixture made of ethanol (95%) and KOH 1 mol L+
(5%). After vortexing for 10 s, esters in the oil were hydrolyzed in a microwave
oven (Panasonic Piccolo) at 80 W (power 2) for 5 min. After cooling and
neutralization with 400 pL of hydrochloric acid 20%, 20 mg NaCl and 600 uL of

ethyl acetate were added. Afterwards, free fatty acids were obtained by using an
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adapted protocol of the one reported by Christie (adapted from Christie, 1989).
Thus, after vortexing for 10 s and rest for 5 min, aliquots (300 pL) of the ethyl
acetate layer was taken, placed in microcentrifuge tubes and dried by
evaporation. Free fatty acids were methylated using 100 pyL of BFs/methanol
(14%) and the reaction mixture was heated for 10 min in a water-bath at 60 °C.
After dilution with 400 yL methanol, fatty acid methyl esters were analyzed by
Gas Chromatography.

Oil analysis by GC-FID

Free fatty acids were resolved by Gas Chromatography using HP7820A
(Agilent) system equipped with flame ionization detector. An Innowax column
(HP) 15 m x 0.25 mm x 0.20 ym was used and the following temperature
gradient: 100 °C min and 0.7 °C min't up to 240 °C; injector (1/30 split) to 250
and 260 °C detector. Hydrogen was used as carrier gas (3 mL min-t) and injection
volume was 1 pL. The data acquisition program used was EZChrom Elite
Compact (Agilent). The peaks were identified using FAME Mix C14-C22,
CRM18917 Supelco fatty acid methyl esters standard.

Biological screening

AChE inhibition assay

Aliquots of a working solution (25 pL) (sample in DMSO 10 mg mL™?) were
added to microplate wells and positive and negative controls were also prepared.
To the first five wells of a column (positive control) 25 pL of an eserine solution
prepared at 10 mg mL* (31 mM; 2.7 mM in the whole reaction mixture 275 L) in
Tris/HCI at pH 8.0) was added. Then, 25 uL of acetylthiocholine iodide (ATChl,
Sigma A5751) 15 mM; the reaction mixture, 125 pyL of 5',5-dithio-bis (2-
nitrobenzoate) (DTNB, Sigma D8130) (3 mM) and 50 pL of Tris/HCI (50 mM, pH
8) containing 0.1% (m/v) bovine serum albumin was added to each well.
Absorbance was measured at 405 nm every 1 min for 8 times. Then 25 uL (0.226
U mL?) of Electric eel AChE (type VI-S) provided by Sigma (C3389-500UN) in
Tris/HCI was added to each well. Absorbance was measured at 405 nm by 10
times (Frank and Gupta, 2005; Ellman et al., 1961).
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Filamentous fungi assay

Filamentous fungi used in this test were Aspergillus flavus (CCT 4952) and
Fusarium proliferatum (CML 3287). DMSO was used for sample preparation and
the concentration of sample in the assay was 250 mg mL*. Sabouraud broth was
used for fungal growth. A spore suspension at a concentration of 5 x 10 spores
mL' was used after spores counting on a Neubauer chamber. The sample
incubation time was 48 h after which absorbance was read at 490 nm on a
microtitre plate reader. Data were processed using the Outlier method, Grubbs
test with 95% significance level. The percentage of inhibition was calculated by
using the formula. % inhibition = 100-AC-AC x 100AH-AM AC = absorbance of
the sample; AC = absorbance of control sample; AH = absorbance of

microorganisms control and AM = absorbance culture medium control.

Antibacterial and antifungal assay

Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella tiphymurium (ATCC 14028),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Streptococcus sanguinis (ATCC
49456) and Candida albicans (ATCC 18804) were used in the assay following
the procedures for Minimum Inhibitory Concentration (MIC) described below.
Concentrations assayed were 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.6, and 3.9 ug mL?
(Zacchino and Gupta, 2007). Samples were weighed and dissolved in DMSO to
50 mg/mL. Forty uL of this solution was added to a flask containing 960 uL of BHI
(Brain Heart Infusion) broth (working solution). A pre-inoculum was prepared in
which the bacteria and the yeast, stored under refrigeration, were transferred with
a platinum loop to test tubes containing 3 mL of freshly made BHI broth. The
tubes were incubated at 37 °C for 18 h. Then, the preinoculum (500 pL) was
transferred to tubes containing 4.5 mL of sterile distilled water. The tubes were
homogenized and the concentration adjusted to 0.5 of McFarland turbidity
standard (108 CFU mL™?), thereby obtaining the inocula used in the bioassays.
Assays were performed in 96-microwell plates in duplicate. One hundred pL of
BHI broth was added to each well. In the first well 1200 pL of working solution was
also added. The solution was homogenized and 100 pL transferred to the next
well and so on until the last well, from where 100 uL was discarded. Then, 100
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puL of microorganism inocula was added to wells. Eight different concentrations
of each sample were tested. A positive control devoid of the working solution
allowed us to examine microorganism growth. A negative control, which lacked
the inoculum permitted us to discount the color coming from the working solution.
A control plate containing 100 pL of BHI culture medium and 100 pL of sterile
distilled water were added to the experiment as a control of BHI broth sterility.
Microorganism growth was measured in ELISA plate reader (492 nm)
immediately after ending the experiment (0 h). They were incubated at 37 °C and

read again after 24 h of experiments, ending the test.

RESULTS AND DISCUSSION

Fatty acids profile and quantification by gas chromatography using flame
ionization detector (GCFID)

Extraction of A. hypoglauca seeds provided 15.05% yield in oil. This oil was
subjected to hydrolysis and methylation before being analyzed by GC-FID. Table
1 shows the identified fatty acids (%) from seed oil of A. hypoglauca. The relative
abundance of fatty acids in seeds of other oil-making plants is also shown. The
w-9 in A. hypoglauca is higher than the corn oil and canola and w-6 higher than
the olive oil and w-3 was similar to the concentration in olive oil and superior to
the corn oil, canola was superior. These unsaturated fatty acids are important to
human health, because they act on reducing blood lipid, cholesterol, but the
human body does not produce such acid (Lopez-Huertas, 2010; Simopoulos,
2006).

Table 1. Composition and quantification of fatty acids in A. hypoglauca seeds oil

(percentage in the mixture of fatty acids).

Amount (%)

. Retention Olive Corn Canola
Fatty acids time (min) h Ai (Carvajal Zarrabal (Carvajal Zarrabal  (Carvajal Zarrabal
ypogiauca et al., 2014) et al., 2014) et al., 2014)
Lauric acid (C12:0) 1.56 0.09 0 0 0
Myristic acid (C14:0) 2.86 0.13 0 0 0
Palmitic acid (C16:0) 4.74 16.35 11.32 7.19 7.50
Palmitoleic acid (C16:1) 4.90 0.55 0.11 0.02 0.20
Stearic acid (C18:0) 6.87 6.65 4.34 451 3.30
Oleic acid (w-9) (C18:1) 7.07 42.65 74.12 32.08 32.0
Linoleic acid (w-6) (C18:2) 7.56 29.63 7.64 54.26 37.0
a-Linolenic acid (w-3)
(C18:3) 8.20 0.65 0.61 0.10 7.70
Eicosanoic acid (C20:0) 8.98 0.50 0 0 0
Behenic acid (C22:0) 11.04 0.11 0 0 0
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Bioactivity of A. hypoglauca

Inhibition of acetylcholinesterase

But fatty acids can go beyond reducing blood lipids and reduce
cardiovascular problems. The fatty acids present in vegetable oils or fish fats may
have anti-inflammatory activities (Calder, 2005; Calder, 1998; Zhao et al., 2005),
mainly against neuroinflammation. The neuroinflammation can lead to brain
disorders such as Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's disease, but there
is a relationship between the use of polyunsaturated fatty acids present in oils or
fats at low risk of developing these disorders (Bazinet and Layé, 2014). Thus,
seek for new therapeutic agents from natural products such as extracts, essential
oils and fixed oils with potential for inhibition of acetylcholinesterase (AChE) to
treat people with AD is a modern challenge (Mukherjee et al., 2007). In this way,
in testing the capacity of AChE inhibition, A. hypoglauca seed oil showed to be
able to inhibit 79.55% of AChE activity. According to Vinutha et al. (2007)
inhibitions values higher than 50% indicate potent inhibition; agents providing
values below 30% are considered weak inhibitors and those leading to 30 to 50%
inhibition are considered moderate inhibitors. The best known and prevailing
neurodegenerative diseases are Parkinson and Alzheimer (AD). Symptoms of
the latter include a regression of various physiological functions, causing
difficulties in language, memory, emotional or personality behavior, and cognitive
abilities (Singh et al., 2013). Since the number of people afflicted of AD increases
exponentially, it is estimated that in 2050 about 115 million people might be
affected by AD around the world (WHO, 2012).

Bioassays with filamentous fungi

A. hypoglauca oil showed low inhibition of fungi viability (A. flavus, 11.69%;
and F. proliferatum, 3.69%, Table 2). These unsatisfactory results discarded the
use of the oil as a means to control these filamentous fungi. A. flavus and F.
proliferatum are phytopathogenic fungi that generate large economic damage.
For A. flavus, for example, various types of grains contaminated with the

mycotoxin aflatoxin lead to asperlogilosis in humans with severe effects on the
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respiratory tract (Hedayati et al., 2007). In turn, F. proliferatum can produce rot in
some crops, such as corn on the cob; more recently, it has been reported that
the fungus causes rot of soybean root (Chang et al., 2015).

Bioassay with C. albicans

When testing the capacity of A. hypoglauca seeds oil against C. albicans
outstanding results were obtained (Table 2). In some concentrations, oil from
seeds of A. hypoglauca was superior to the inhibition promoted by the standard
utilized. It is worth noting that inhibition caused by the oil was greater than 94%
in the concentration of 15.625 pg L, while at the same concentration miconazole
and nystatin only reached 92% inhibition (Table 2). C. albicans is an opportunistic
pathogen host in humans. The patient may even need to be hospitalized because
of C. albicans infection called candidemia. People with low immunity, the elderly,
patients with cancer, diabetes, surgery, among, others, have increased risk of

fungal infections (Giolo and Svidzinski, 2010).

Bioassays with bacteria

The antibacterial activity test using the A. hypoglauca seed oil against E.
coli, S. tiphymurium, S. aureus and S. sanguinis showed notable inhibition,
except for E. coli which was poorly inhibited: 31% with 500 pg L* oil and 27%
with 3.90625 g L. The antibacterial activity against S. typhimurium was greater.
Using 500 pg Lt of seed oil the inhibition extent reached 78% and at the lowest
concentration tested (3.90625 ug L) the inhibition level was rather high (64%).
E. coliand S. typhimurium are Gram(-) bacteria that may cause diarrhea, intense
fever and even death. They are transmitted principally by fecal-oral
contamination, very common in countries without basic sanitation, as well as the
improper handling of food (Moura et al., 2012; Butler, 2011). The activity of the
oil against S. aureus was not satisfactory, since less than 30% inhibition was
observed at all concentrations used. Similarly, S. sanguinis inhibition was below
40% at all concentrations. The low inhibition of A. hypoglauca seed oil towards
some bacterial strains and high inhibition against C. albicans is indicative of a
selective action mechanism, which deserves further investigation. S. aureus and

S. sanguinis are Gram(+) bacteria which also cause grave health problems for
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humans, for instance skin infections and pneumonia (S. aureus), periodontal
disease and severe endocarditis (S. sanguinis) (Evans et al., 2014; Sung et al.,
2008). The WHO (World Health Organization) (2014) pointed out that there is
global concern about the indiscriminate use of antibiotics, because this makes it
that fungi and bacteria develop resistance to current drugs. Thus, it is necessary

to look for new drugs that meet this need.

Table 2. Bioactivity of oil from A. hypoglauca seeds against fungi and bacteria.

% Oil inhibition against yeast

Concentration (ug mL™)

C. albicans Miconazole (%) Nystatin (%)

500 91.08 92.33 93.30
250 90.61 91.05 90.77
125 91.01 90.71 90.14
62.5 90.02 90.55 90.18
31.25 91.09 91.15 90.92
15.625 94.57 91.61 91.49
9.375 91.45 91.52 91.26
3.90625 91.27 91.28 91.42

% Oil Inhibition against filamentous fungi

Concentration (ug mL™) i
A. flavus F. proliferatum

250 11.69% 3.69%
% QOil inhibition against bacteria gram(-)

Concentration (ug mL™?)

E. coli Ampicillin (%) S. Typhimurium Ampicillin (%)
500 30.867 100.0 77.637 100.0
250 21.169 100.0 7.234 100.0
125 17.737 100.0 24.939 100.0
62.5 15.499 100.0 59.829 100.0
31.25 16.792 96.270 57.241 100.0
15.625 18.781 95.375 17.277 100.0
9.375 22.910 94.529 56.930 100.0
3.90625 26.789 79.559 63.763 100.0

_ % Oil inhibition against bacteria gram(+)
Concentration (ug mL™)

S. aureus Ampicillin (%) S. sanguinis Ampicillin (%)
500 24.902 100.0 17.658 100.0
250 28.937 100.0 14.117 3.223
125 23.917 100.0 19.110 2.678
62.5 20.177 100.0 14.389 0.000
31.25 12.106 100.0 7.490 0.000
15.625 8.268 86.713 18.021 0.000
9.375 13.780 34.744 20.835 0.000
3.90625 5.807 14.862 25.465 0.000
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CONCLUSION

The oil from A. hypoglauca seed can be considered as an alternative source
of vegetable oil. It can be used as raw material in the pharmaceutical and food
industries, as it is constituted by essential fatty acids, where w-9 and w-6
unsaturated fatty acids occur in high proportion. Of note was the potent inhibition
that the oil exerted on AChE, about 80% of the activity was suppressed. Although
the bioactivity against filamentous fungi (A. flavus and F. proliferatum) was low,
it was excellent for inhibiting the yeast C. albicans, exceeding 90%. At some
concentrations, the activity of the oil was superior to that displayed by clinically
used standards. The inhibition level did not reach 50% against E. coli and was
above 77% for S. tiphymurium. The inhibition of Gram-positive bacteria, S. aureus
and S. sanguinis was unsatisfactory. The excellent bioactivity of the oil against
C. albicans may be related to selectivity and this is the most outstanding action

detected for this oil.
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CAPITULO 2 — CARACTERIZACAO QUIMICA DE OLEOS E GORDURAS
BRUTOS DE FRUTOS AMAZONICOS POR RMN H

RESUMO

As plantas nativas da Amazonia brasileira sao de grande importancia alimentar
na regido, pois sao ricas em 6leos e gorduras benéficas aos seres humanos.
Algumas das espécies apresentam o perfil de acidos graxos por técnicas
cromatograficas, porém as que sao analisadas por técnica espectroscopica de
Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN H) s&o incipientes. Por esta razéo,
0S objetivos deste trabalho sdo os de verificar o perfil de acidos graxos e
caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos Oleos e gorduras brutos de
frutos da Amazonia brasileira por RMN H: acai (polpa), ata-brava (semente),
bacaba (polpa do fruto verde), buriti (polpa), buritirana (polpa), murici amarelo
(semente), murici vermelho (semente), piacaba braba (polpa), tucumanzinho
(polpa), pupunha vermelha (polpa) e amarela (polpa). Estes 6leos foram obtidos
por extrator de Soxhlet usando hexano como solvente. Os Oleos e gorduras
obtidos pela rotoevaporacao do solvente foram aplicados em equipamento de
RMN 'H, um espectrometro Bruker Avance DPX 200 (200 MHz). Assim, com 0s
espectros obtidos foi possivel quantificar os acidos graxos insaturados 6megas
(w-9, w-6 e w-3) oleico, linoleico e linolénico, respectivamente, bem com suas
propriedades fisico-quimicas. Foi observado que o w-9 tem maior concentracéo
entre as amostras, seguido de w-6 e w-3. As propriedades fisico-quimicas
indicam que tais Oleos e gorduras presentes nos frutos amazonicos supracitados
confirmam que sao vidveis para o consumo e apresentam boa qualidade.

Palavras-chave: AGPI, AGMI, &cido oleico, &cido linoleico, &cido linolénico,
Espectroscopia, propriedades fisico-quimicas
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CHAPTER 2 - CHEMICAL CHARACTERIZATION OF CRUDE OILS AND
FATS OF AMAZONIAN FRUITS BY H NMR

ABSTRACT

Native plants of the Brazilian Amazon are very important food in the region, as
they are rich in oils and fats beneficial to humans. Some of the species have the
profile of fatty acids by gas chromatography, but those that are analyzed by
spectroscopic technigue *H Magnetic Resonance Nuclear (*H NMR) are incipient.
For this reason the objectives of this work are to check the fatty acid profile and
the physicochemical properties of crude oils and fats in fruits of brazilian Amazon:
acai (pulp), ata-brava (seed), bacaba (pulp of ripe frui), buriti (pulp), buritirana
(pulp), murici amarelo (seed), murici vermelho (seed), piacaba braba (pulp),
tucumanzinho (pulp), pupunha vermelha (pulp) and amarela (pulp). These oils
were obtained by Soxhlet extractor using hexane as a solvent. The oils and fats
obtained by solvent rotoevaporation, were applied in *H NMR equipment, a
Bruker Avance DPX 200 spectrometer (200 MHz). So, with the spectra obtained
was possible to quantify unsaturated fatty acids omega (w-9, w-6 and w-3) oleic,
linoleic and linolenic acids, respectively, as well as their physicochemical
properties. It was observed that the w-9 has a higher concentration among the
samples, followed by w-6 and w-3. The physicochemical properties indicate that
these oils and fats present in the aforementioned Amazonian fruits confirm that
are edible and of good quality.

Palavras-chave: PUFA, MUFA, oleic acid, linoleic acid, linolenic acid,
Spectroscopy, physical-chemical properties
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INTRODUCAO

Os oOleos sdo compostos, majoritariamente, por triacilglicerois e, estes,
podem apresentar tamanhos e ligagdes quimicas diferentes, fornecendo os
acidos graxos saturados e insaturados (SALINERO et al., 2012). Para analisar
0s Oleos ha diversos instrumentos, como os de técnicas cromatograficas. No
caso da técnica espectroscépica, Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN
H), inicialmente, segundo Vigli et al. (2003), era utilizada em andlises do 6leo
de oliva para verificar sua qualidade e a autenticidade, enquanto Knothe e Kenar
(2004), Salinero et al. (2012) e Ok (2014) destacam, atualmente, os beneficios
de se utilizar esta técnica para andlise de 6leos, 0s quais permite analisa-los de
forma rapida e em grandes quantidades, como também néo € invasiva e nao
destrutiva, ndo requer outras analises, quantificacdo de perfil de acidos graxos,
fornecimento de propriedades fisico-quimicas de 6leos, reducdo de gastos de
tempo e dinheiro, entre outros beneficios.

O objetivo deste trabalho foi o de estudar o perfil de acidos graxos
insaturados (acidos linolénico (C18:3, 6mega-3, w-3 ou n-3), linoleico (C18:2,
Omega-6, w-6 ou n-6) e oleico (C18:1, dmega-9, w-9, n-9)) nos triacilglicerois e
as propriedades fisico-quimicas: indices de iodo (Il), acidez (I1A) e saponificacdo
(1S) através da espectroscopia de RMN H dos 6leos e gorduras brutos de polpas
e sementes de frutos do estado de Roraima: Acai (Euterpe oleracea), ata brava
(Annona hypoglauca), bacaba (Oenocarpus bacaba), buriti (Mauritia flexuosa),
buritirana (Mauritia aculeata), murici amarelo (Byrsonima crassifolia), murici
vermelho (B. coccolobifolia), pupunha variedades amarela e vermelha (Bactris
gasipaes), piacava brava (Barcella odora), tucumanzinho (Astrocaryum acaule).

METODOLOGIA
Preparo das Amostras e Obtencéo de Oleos e Gorduras

Os frutos acai (polpa), ata brava (semente), bacaba (polpa do fruto verde),
buriti (polpa), buritirana (polpa), murici amarelo (semente), murici vermelho
(semente), piagaba braba (polpa), tucumanzinho (polpa), pupunha vermelha

(polpa) e amarela (polpa) foram obtidos em diversas regides e comércios do
estado de Roraima, Brasil.
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As sementes e polpas foram secas em estufa de circulacdo de ar a 50 °C
por 48 horas para retirada da umidade, posteriormente foram moidas e
peneiradas entre 20-40 Mesh (Bertel industria Metalurgica Ltda), para obtencéo
de p6 homogeneizado, em seguida obteve-se os 0leos e gorduras brutos com
hexano em extrator de Soxhlet, estes foram acondicionados em frasco ambar
sob atmosfera de nitrogénio para posterior analise. O solvente foi reaproveitado
por rotoevaporador (SANTOS et al., 2015; SEREMETA et al., 2015).

Espectroscopia de RMN 'H

Os espectros de RMN *H (Apéndice A) foram registrados em espectrémetro
Bruker Avance DPX 200, operando a 4,7 Tesla, correspondente a frequéncia de
ressonancia de 200,13 MHz para o nlcleo H, equipado com uma cabeca de
sonda de deteccao direta a 300 K. As amostras foram analisadas em tubos de
RMN de cinco milimetros Wilmad®. As amostras de RMN foram preparadas por
dissolucéo de 0,5 mL de 6leo em 0,5 mL de CDCls. Os desvios quimicos séo
apresentados em ppm, utilizando o TMS como padrdo interno. Parametros
tipicos para os espectros de RMN *H: 30° pulso, 16 scans, td 33 K, ~ 4s tempo
de aquisicdo e 4,14 KHz janela espectral. Para o processamento, no FID foi

aplicada transformada de Fourier com uma linha ampliacao de 0,3 Hz.

Anélises dos Espectros de RMN *H de Oleos e Gorduras

Espectros de RMN 'H (Apéndice A) das amostras foram verificados no
software SpinWorks 4.2 e analisados seus deslocamentos quimicos de acordo
com Guillén e Ruiz (2003), assim foi possivel quantificar a concentracdo dos
acidos graxos insaturados oleico, linoleico e linolénico pelas equacdes propostas
por Garcia (2006) e as propriedades fisico-quimicas pelas equagfes propostas
por Reda (2004), Reda e Carneiro (2006) e Garcia (2006). Os deslocamentos
guimicos apresentam sinais caracteristicos dos acidos graxos supracitados (ver
Apéndice A: Piacava Brava (Barcella odora), bem como a possibilidade de se
calcular as propriedades fisicas dos mesmos. A seguir equac¢des mateméaticas
utilizadas para determinar a quantidade em % dos édmegas 3, 6 e 9, bem como

as propriedades fisico-quimicas:
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Determinacéo da quantidade (%) de w3, w6 e w9

a) Calculo de % w3 (18:3):
= [(B/A)/2,25].100

b) Calculo de % w6 (18:2):
* D =Duiss+ Dis2
* Rpis:aa =[(%18:3)*3]/100
» [(D1s:2/A)/1,5]*100

c) Calculo de % w9 (18:1):
= C=Cis83 +Cis2 +Cis1
* Ropisza = [(%18:3)*3]/100
» Dais3 = (Rbis:3a)*A
* Rciszia = [(%18:2)*3]/100
» Cis2 = (Rcis2a)*A
= Cis3 + Cis2 + Cis1

= [(C18:1/A)/3]*100

OBS: As letras A, B, C e D sao referentes aos sinais apresentados nos

espectros. Ver anexo.

Propriedades Fisico-quimicas

) indice de iodo

126,91 X100 XV
MM

I = (1)

Onde: V corresponde aos hidrogénios oleofinicos. E pode ser calculado pela

equacgao 2.

_ (J+K)-Ap
V= @
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Onde: Ap corresponde a area de um proton. E pode ser calculado pela equacéo
3.

I+H
Ap= 3)
I) indice de saponificag&o
IS=[MM x (—0,2358)] + 398,42 4)
MM = 119,7 + (7,036 X T) + (5,983 xV) (5)

Para encontrar o T da equacéo 5, observe a equacéao abaixo:
T (Hidrogénio total) = (I+J)+ A+ D+E+C+F + G + (B + H)/Ap

As letras que vao de A a K séo os sinais apresentados no espectro de RMN

de 1H, em anexo
lIl) Relacdo de hidrogénios olefinicos/alifaticos

Este parametro € calculado a fim de ser obter o indice de acidez de um 6leo
vegetal. Também pode indicar o grau de insaturacéo e estado oxidativo de 6leo

vegetal, sendo mais preciso que o indice de peroxido (CARNEIRO; REDA;

CARNEIRO, 2005).

Ro,a = L (6)

IV) indice de acidez

IA = 3,0597 x (Ro,a)2 —6,3181 x (R,,) +3,3381 (7)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectrometro de RMN H forneceu espectros (Apéndice A), assim possibilitou suas analises e, consequentemente, quantificar os

acidos linolénico, linoleico e oleico e as propriedades fisico-quimicas dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragédo dos 6megas 3 (w-3), 6 (w-3) e 9 (w-3) e as propriedades fisico-quimicas em 6leos e gorduras de sementes

e de polpas de frutos amazoénicos por RMN de H

Concentragéo . i . o
. Razéo (%) Propriedades Fisico-Quimicas
] ] de Omegas (%)
Frutos Amazbénicos  Amostra Analisada
Il 1A IS MM
w-3 w-6 w-9 w-6/w-3 Ro.a
(g 12/100g) (mg KOH/g) (mg KOH/g)  (g/mol)

Ata braba Semente 0,65 2945 4321 45,31 89,60 0,14 177,34 937,58 1,18
Acai Polpa 0,8 7.8 65,2 9,75 78,55 0,16 175,34 901,21 1,14
Bacaba (fruto verde) Polpa 0,56 4,33 44,78 7,73 63,62 0,19 212,67 787,73 0,84
Buriti Polpa 1,00 2,91 67,14 2,91 71,85 0,10 206,62 813,42 0,94
Buritirana Polpa 1,4 1,8 69,4 1,28 81,10 0,15 178,79 858,09 0,89
Murici Amarelo Semente 0,31 29,89 38,07 96,42 90,27 0,15 207,68 808,89 1,19
Murici Vermelho Semente 0,51 29,51 33,59 57,86 85,22 0,10 212,39 788,94 1,12
Piacaba braba Polpa 1,62 1,60 52,88 0,99 63,62 0,19 227,76 723,73 0,84
Pupunha Amarela Polpa 0,60 4,89 38,37 8,15 33,74 0,22 244,99 650,67 0,71
Pupunha Vermelha Polpa 244 10,66 26,18 4,37 70,47 0,12 168,63 974,50 0,91
Tucumanzinho Polpa 0,67 2,61 75,38 3,89 84,24 0,09 178,24 956,65 1,10

w-3: Omega 3; w-6: : Omega 6; w-9: : Omega 9; II: indice de lodo; IA: indice de Acidez; IS: indice de Saponificacdo; MM: massa molecular média do 6leo ou

gordura; Ro.a: Ratio of olefinic to aliphatic (Proporcao de olefinas para alifaticos)
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Os acidos graxos saturados (sem duplas ligacdes) e insaturados (com varios
nameros de duplas ligagcbes), como os 6megas 3, 6 e 9 (Tabela 1), os quais estédo
estruturados nos triacilglicerois (TAGs) na forma de tri ésteres de &cidos graxos
com glicerol (SOLOMONS; FRYHLE, 2006). Esses TAGs estdo em grande
qguantidade nos lipidios, na qual € uma macromolécula organica que pode ser
fragmentada (em moléculas menores) pela a¢do das secrecdes biliar e pancreética,
0 qual pode ser envolta por estas secre¢bes e assim entrarem pela corrente
sanguinea pelas microvilosidades do intestino delgado (BARRETT et al., 2012).

O 6mega 9 (w-9), ou acido oleico, € um acido graxo monoinsaturado e sua
estrutura quimica analisada em RMN 'H fornece deslocamentos quimicos, no
espectro, caracteristicos (GUILLEN; RUIZ, 2003). Assim, € possivel verificar que
este 4cido varia entre 26,18 a 75,38% nhas amostras estudadas (Tabela 1), esse
comportamento de variacdo também é observado em Oleos comestiveis nao
amazonicos analisados Guillén e Ruiz (2003).

A concentracao de w-9 do 6leo bruto de tucumanzinho (75,38%), comparada
as analises de Guillén e Ruiz (2003), se assemelha a média de concentracéo de w-
9 do Oleo de bagaco da azeitona (76%) e pouco inferior as médias de
concentragdes deste monoinsaturado dos 6leos de oliva extra virgem (80,8%), oliva
(79,4%), nozes virgem (82,4%) e refinado (78,1%).

Os beneficios do acido oleico parecem estar sempre associados a outro acido
graxo, o linolénico, e aos polifendis, como sinergismo, através da alimentacdo no
consumo de azeite de oliva (w-9), peixes (w-3) e vinho tinto (ou azeitonas)
(polifendis). Mas, o destaque € maior para o acido oleico, como os efeitos benéficos
sobre o cancer, doencas autoimunes, reumaticas, anti-inflamatorio, antidiabético,
reducado da arteriosclerose coronaria, entre muitos outros (SALES-CAMPOS et al.,
2013; LOU-BONAFONTE et al., 2012; CARRILLO; CAVIA; ALONSO-TORRE,
2012; PAUWELS, 2011; BERMUDEZ et al., 2011; VASSILIOU et al., 2009; SALES;
OLIVIERO; SPINELLA, 2009; COLOMER; MENENDEZ, 2008; MENENDEZ; LUPU,
2006).

Ja 0 bmega 6 (w-6) € um acido graxo poliinsaturado e seus deslocamentos
guimicos apresentam caracteristicas do acido linoleico em espectro de RMN H
(GUILLEN; RUIZ, 2003), desta forma foi possivel quantificar sua concentracéo nos
6leos amazénicos nédo refinados (GARCIA, 2006), variando de 1,60 a 10,66% e de
cerca de 30%, que de acordo com as observacdes de uma das tabelas

disponibilizadas por Guillén e Ruiz (2003) € possivel notar esse comportamento.
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A principal importancia do consumo do acido linoleico é a reducao de risco
cardiovascular (CV), de acordo com Poli e Visioli (2015) quanto maior 0 consumo
de w6, menor sao os riscos de doencas CV. Outros beneficios deste acido sédo
apresentados por Knowles e Watkinson (2014), a saber: bioatividade sobre a
dermatite e eczema, artrite reumatoide, a sindrome pré-menstrual e na prevencao
de doencas cardiacas e acidente vascular cerebral, mas ndo pode ser utilizado
como antiinflamatorio, pois 0 mesmo ndo apresenta essa caracteristica.

Um outro poliinsaturado ¢ o 6mega 3 (w-3), cuja concentragcdo nos Oleos
brutos de frutos amazonicos variou entre 0,31 a 2,44% (Tabela 1), essa variacao e
com valores tdo baixos € comum em muitos 6leos, vegetais como apontado nos
estudos de Guillén e Ruiz (2003), exceto canola, soja, nozes e linhaga. Simopoulos
(2004) cita uma série de beneficios atribuidos ao w-3, como a prevencédo e o
tratamento de doenca da artéria coronaria, hipertenséo, diabetes, artrite, outras
doencas renal, inflamatérias e autoimunes, cancer e muitos outros.

Os &cidos linoleico e linolénico sdo de grande importancia aos humanos,
como vimos anteriormente, e sdo considerados acidos graxos essenciais, pois 0s
mesmos sO podem ser obtidos pela alimentacdo, os humanos nao tém a
capacidade de sintetiza-los (SIMOPOULOS, 2006; SOUZA; MATSUSHITA;
VISENTAINER, 1998).

De acordo com Simopoulos (2006; 2004) o consumo dos &cidos graxos w-6 e
w-3 deve ser feito de forma equilibrada e que a ingestdo do w-6 néo seja téo alta,
pois 0 excesso pode desenvolver doencas como cardiovasculares, cancer,
autoimunes e inflamatdérias. Por esta razdo a FAO (2010) recomenda a ingestao
minima de w-6 em 2,5% e de w-3 em 0,5% e o valor ideal total de acidos graxos
poli-insaturados (w-6 e w-3) varie entre 6 e 11%

Os &cidos graxos insaturados presentes em 06leos e gorduras podem ser
confirmados sua presenca ao se observar o indice de iodo das amostras (Tabela
1) as quais estdo em consonancia com a literatura, pois de acordo com Guillén e
Ruiz (2003), esse indice expressa o grau de insaturacédo de Oleos e gorduras, bem
como, as proporcdes de diferentes grupos acil em amostras, o que confirma os
acidos oleico, linoleico e linolénico.

De acordo com Mailer e Beckingham (2006) do Department of Primary
Industries, Australia, o indice de acidez indica a boa qualidade na obtencéo e
manuseio do 6leo, bem como apresenta a degradacao do 6leo ou se o0 mesmo foi

adulterado, afirmaram, ainda, que o valor atribuido ao indice deve ser menor ou
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igual a 0,8% para Oleos de oliva extra virgem, deste modo, observou-se na Tabela
1 todos estédo abaixo desse valor.

Quanto ao indice de saponificacdo observa-se que o0s Oleos brutos
amazonicos (Tabela 1) estdo em equilibrio com o mesmo, pois de acordo com Reda
(2004) o valor da saponificacdo € inversamente proporcional a massa molecular
média da gordura (MM). Este indice é utilizado para se observar o tamanho da
cadeia do acido graxo.

Os valores de Ro,a (Tabela 1) dos 6leos e gorduras brutos obtidos de sementes
e polpas de frutos amazonicos variam de 0,71 a 1,19, assim estdo em consonancia
com o valor estipulado por Reda, Carneiro e Carneiro (2005) que deve ser igual ou
superior a 0,66, indicando, portanto, o grau de insaturacéo.

CONCLUSAO

Os oOleos e gorduras brutos amazbnicos apresentam as maiores
concentragdes em w-9, seguida de w-6 e pequenas concentragdes de w-3. Quanto
ao w9 a amostra de tucumanzinho apresenta concentragdo préxima ao azeite de
oliva. Os 6leos ricos em w-9 podem apresentar muitos beneficios a saude dos seres
humanos. Quanto a caracteriza¢ao fisico-quimica todas as amostras encontram-se

dentro dos valores permitidos para o consumo humano.
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APENDICE A - Espectros de RMN H de 6leos e gorduras de frutos consumidos

na regido amazonica

Acai (Euterpe oleracea)
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Bacaba, fruto verde (Oenocarpus bacaba)
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Buritirana (Mauritia aculeata)
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Murici Amarelo (Byrsonima crassifolia)
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Murici Vermelho (Byrsonima coccolobifolia)
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Pupunha, variedade Vermelha (Bactris gasipaes)
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Tucumanzinho (Astrocaryum acaule)
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CAPITULO 3 - IDENTIFICACAO DOS GRUPOS FUNCIONAIS
CARACTERISTICOS EM OLEOS E GORDURAS BRUTOS DE FRUTOS
AMAZONICOS POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

RESUMO

O uso de espectroscopia de infravermelho tem se tornado mais frequente,
possuindo diversas aplicacdes, uma delas é sua utilizacdo para analise de Oleos e
gorduras vegetais gerando um padréao de controle a fim de se evitar adulteracbes
ou até mesmo saber se uma amostra sofreu oxidacdo, ou apenas identificar a
composicao lipidica dos 6leos e gorduras vegetais. Assim, por esta razao, o objetivo
deste trabalho foi o de verificar a composicao de triacilglicerois em 6leos e gorduras
nao refinados de sementes e de polpas de frutos obtidos em Roraima: acai (polpa),
ata-brava (semente), bacaba (polpa do fruto verde), buriti (polpa), buritirana (polpa),
murici amarelo (semente), murici vermelho (semente), piacaba braba (polpa),
tucumanzinho (polpa), pupunha vermelha (polpa) and amarela (polpa), as quais sao
plantas comuns na flora do estado de Roraima. Os espectros foram registados a
partir de uma pelicula de 6leo ou gordura entre dois discos de KBr para cada
amostra em um equipamento FTIR Shimadzu. Assim, foi possivel observar faixas
de absor¢cdo caracteristicas dos grupos funcionais de triglicerois, geralmente
presentes em 6leos e gorduras. As faixas de absorcéo cerca de 3000 cm indicam
uma relacdo com as insaturacdes dos acidos graxos.

Palavras-Chave: Espectroscopia, acidos graxos, &cido oleico, acido linoleico,
acido linolénico.
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CHAPTER 3 - IDENTIFICATION OF FUNCTIONAL GROUPS CHARACTERISTIC
IN CRUDE OILS AND FATS OF AMAZON FRUITS BY INFRARED
SPECTROSCOPY

ABSTRACT

The use of IR spectroscopy has become more frequent, there are diverse
applications, one of them is use for analysis of oils and fats generating a control
pattern in order to prevent tampering or even whether a sample has undergone
oxidation, or only identify the lipid composition of oils and fats. So for this reason,
the aim of this study was to verify the triacylglycerols composition of crude oils and
fats from seeds and pulp Amazonian fruits obtained in Roraima: acai (pulp), ata-
brava (seed), bacaba (pulp of ripe frui), buriti (pulp), buritirana (pulp), murici amarelo
(seed), murici vermelho (seed), piacaba braba (pulp), tucumanzinho (pulp),
pupunha vermelha (pulp) and amarela (pulp), which are common plants in the flora
of the Roraima state. Spectra were recorded from a film of oil or gordura between
two KBr discs for each sample on a FTIR Shimadzu. Thus, it was possible to obtain
characteristic spectra of oils and fats with its characteristic absorption bands of
triglycerides and unsaturated fatty acids.

Keywords: Spectroscopy, fatty acids, oleic acid, linoleic acid, linolenic acid
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INTRODUCAO

Os oleos sdo compostos, majoritariamente, por triacilglicerois e, estes, podem
apresentar tamanhos e ligacfes quimicas diferentes, fornecendo acidos graxos
saturados (com ligagdes quimicas simples) e insaturados (com uma ou mais
ligacBes duplas) (SALINERO et al., 2012). E para analise desses 0leos ou gorduras
pode ser feita por cromatografia a gas acoplado ao detector de ioniza¢do de chama
(CG-DIC) (SANTOS et al., 2015), Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN H)
(OK, 2014; SALINERO et al., 2012; KNOTHE; KENAR, 2004; VIGLI et al., 2003),
Infravermelho (IV) (ALBUQUERQUE; GUEDES; MOREIRA, 2003), entre outros.

A espectroscopia de infravermelho € uma importante ferramenta no controle
de qualidade dos Oleos vegetais, bem como identificacdo e se had ou nao
adulteracdo do 6leo (PAIVA et al., 2015; REDA, 2004). Outros beneficios sdo
destacados por Wojcicki et al. (2015) como: analise de forma rapida e em grandes
quantidades, néo invasiva, ndo destrutiva, dispensa outras andlises, quantificacédo
de perfil de acidos graxos, reducéo no gasto financeiro, etc.

A regido Amazonica tem uma grande variedade de espécies vegetais que sao
utilizadas alimento, medicamento, construgao de casas, artesanatos, roupas, entre
muitos outros (SANTOS et al., 2015; SANTOS; ALVES; RUIiZ-MENDEZ, 2013;
BEREAU et al.,, 2003). Muitas dessas espécies vegetais apresentam Oleos e
gorduras que sdo obtidos facilmente e sdo de grande importancia para a industria
de alimentos ou o consumo in natura, pois é fonte principal, e natural, de energia
(ALBUQUERQUE; GUEDES; MOREIRA, 2003). Geralmente, as informacgdes
guanto a composicéo quimica desses 6leos séo obtidas por CG-DIC e RMN H.

Assim, o objetivo deste trabalho foi o de verificar a composi¢cdo de
triacilglicerois em Oleos e gorduras brutos de sementes e polpas de frutos
amazoénicos comuns na flora do estado de Roraima, a saber: Acai (Euterpe
oleracea), ata brava (Annona hypoglauca), bacaba (Oenocarpus bacaba), buriti
(Mauritia flexuosa), buritirana (Mauritia aculeata), murici amarelo (Byrsonima
crassifolia), murici vermelho (B. coccolobifolia), piacava brava (Barcella odora),
pupunha das variedades amarela e vermelha (Bactris gasipaes), tucumanzinho

(Astrocaryum acaule).
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MATERIAL E METODOS

Preparacdo das Amostras e Obtencéo de Oleos e Gorduras

Os frutos de acai (polpa), ata brava (semente), bacaba (polpa do fruto verde),
buriti (polpa), buritirana (polpa), murici amarelo (semente), murici vermelho
(semente), piagaba braba (polpa), pupunha das variedades amarela (polpa) e
vermelha (polpa) e tucumanzinho (polpa), foram obtidos em diversas regides e
comeércios do estado de Roraima.

As sementes e polpas foram secas em estufa de circulacéo de ar a 50 °C por
48 horas para retirada da umidade, logo foram moidas e peneiradas entre 20-40
Mesh (Bertel indUstria Metalurgica Ltda), para obtencédo de p6 homogeneizado, em
seguida obteve-se os 0leos e gorduras brutos com hexano em extrator de Soxhlet,
estes foram acondicionados em frasco ambar sob atmosfera de nitrogénio para
posterior analise. O solvente foi reaproveitado por rotoevaporador (SANTOS et al.,
2015; SEREMETA et al., 2015).

Obtencéao dos Espectros de Absorcéao

As amostras foram analisadas na regido do infravermelho utilizando o
equipamento IRPrestige-21 Fourier Transform spectrophotometer Shimadzu,
operando modo FT. As amostras foram aplicadas as janelas de KBr. As condi¢cfes
da analise: Modo de medicdo: Absorbancia; numero de scans: 16; resolucéo: 4 cm-

L. faixa de comprimento de onda: 393-4000 cm™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de infravermelho das 11 amostras podem ser visualizados no
Apéndice A e observados os grupos funcionais das estruturas quimicas dos 6leos
e gorduras brutos de frutos amazonicos (ver mais detalhes em Apéndice A em
Tucumanzinho (Astrocaryum acaule)), os quais apresentaram semelhancas na
maioria dos espectros. Os grupos funcionais surgem em bandas de absorcao

caracteristas e para tornar viavel a interpretacao dos espectros 0s principais grupos
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funcionais presentes em 0Oleos e gorduras sdo apresentados por Lerma-Garcia et
al. (2010) na Tabelal.

Tabela 1 - Regides espectrais caracteristicos de 6leos

o Faixa de Grupo _ .
Identificacdo . _ Modo de Vibragéo
Absorcdo (cm) Funcional
=C—H (trans) Estiramento
1 3029-2989 _ _
=C-H (cis) Estiramento
2989-2946 —C—H (CH5) Estiramento (Assimétrico)
2946-2881 —C-H (CHy) Estiramento (Assimétrico)
2881-2782 —C-H (CHy) Estiramento (Simétrico)
—C=0 (éster) Estiramento
5 1795-1677 _ _
—C=0 (4cido) Estiramento
6 1486-1446 —C-H (CHy) Torgao (tesoura)
7 1371-1330 O-H Torgao (no plano)
8 1043-1006 -C-O0 Estiramento
9 1006-929 —HC=CH- (trans) Torcéo (fora do plano)
10 754-701 —(CH2)n— Deformagé&o angular de cadeia
11 701-640 O-H Torgéo (fora do plano)

Fonte: Garcia et al. (2010).

Como pode ser observado (Apendice A), had poucas diferencas entre os
grupos funcionais e suas intensidades. A interpretacdo da absor¢cdo de bandas
fornece informacgBes sobre a estrutura da molécula e seus grupos funcionais, os
quais sao caracteristicos de Oleos e gorduras. Lerma-Garcia e seus colaboradoes
(2010) apresentam na Tabela 1 as faixas de absor¢des onde ocorrem 0S grupos
funcionais, bem como seu modo de vibracdo. Deste modo, as amostras analisadas
atendem a literatura, exceto na faixa sugerida pelos autores que devem ser 1795 a
1677 cm, caracteristico de estiramento dos grupos funcionais -C=0 de éster e de
acido, pois geralmente tem ocorrido entre 1590 e 1595 cm?, certamente por se
tratar de Oleos e gorduras brutos, ou seja, néo refinados.

A faixa de absorcdo cerca de 3000 cm™ apresenta pequeno aumento de
intensidade entre as amostras e menor intensidade nessa faixa foi observado no
espectro da pupunha de variedade amarela. Esta faixa indica a proporcionalidade

em relacdo ao numero de insaturacdes presentes na amostra (ver Apéndice e
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Tabela 1). A representacdo dessa faixa de absorcdo encontra-se 0s grupos
funcionais =C-H (estiramento) e -C-H (estiramento simétrico e assimétrico).

Os espectros das amostras analisados apresentam faixas que atendem a
literatura (Tabela 1), exceto na faixa sugerida pelos autores que deveriam ser entre
1795 a 1677 cm™, caracteristico dos grupos funcionais -C=0 de éster e -C=0 de
acido, contudo a faixa de absor¢do desses grupos funcionais tem sido observada
entre 1595 a 1590 cm?, certamente por se tratar de 6leos e gorduras brutos.

De acordo Castilho-Almeida et al. (2012), outros estiramentos e torcées sao
vistos ao longo da faixa do comprimento de onda entre 4000 a 400 cm™, os quais

sdo grupos funcionais diversos caracteristicos em 6leos e gorduras.

CONCLUSAO

As faixas de abosorcdo dos grupos funcionais indicam caracteristicas de
triglicerois, tipicamente presentes em Oleos e gorduras. Os triglicerois séo
compostos por acidos graxos e a faixa de absorcédo cerca de 3000 cm™ aponta
relacdo com as insaturacdes dos &cidos graxos. Foi observada uma excecédo as
faixas entre 1595-1590 cm™, que deveriam ser entre 1795-1677 cm™, muito

provavelmente foi devido as amostras serem 06leos e gorduras brutos.
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APENDICE A - Espectros de infravermelho de 6leos e gorduras brutos de frutos
amazonicos

Acai (Euterpe oleracea)
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Bacaba, fruto verde (Oenocarpus bacaba)
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Buritirana (Mauritia aculeata)
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Murici Vermelho (Byrsonima coccolobifolia)
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Pupunha, variedade Amarela (Bactris gasipaes)
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Tucumanzinho (Astrocaryum acaule)
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CAPITULO 4 — ANTI-ACETILCOLINESTERASE DE OLEOS E GORDURAS
BRUTOS DE FRUTOS AMAZONICOS

RESUMO

As espécies frutiferas da Amazobnia sdo consumidas por diversas formas e
finalidades, sendo estas: Acai (Euterpe oleracea), ata brava (Annona hypoglauca),
bacaba (Oenocarpus bacaba), buriti (Mauritia flexuosa), buritirana (Mauritia
aculeata), murici amarelo (Byrsonima crassifolia), murici vermelho (B.
coccolobifolia), piacava brava (Barcella odora), pupunha variedades amarela e
vermelha (Bactris gasipaes) e tucumanzinho (Astrocaryum acaule) sdo espécies
comuns na flora do estado de Roraima. As espécies supracitadas carecem de
informacBes quanto a concentracdo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE), e quanto ao perfil de acidos graxos saturados e insaturados, bem como o
teor de a-tocoferol (a-Toc) séo incipientes. Desta maneira, o objetivo deste trabalho
foi o de realizar uma bioprospeccao dos frutos amazonicos, acima citados, quanto
ao potencial inibitoério de AChE, como também o perfil de acidos graxos saturados
(AGS) e insaturados (AGI), por Cromatografia a Gas acoplado ao Detector de
lonizacdo de Chamas (CG-FID), e o teor de a-Toc por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC). A maioria dos 6leos apresentaram altas concentracdes de
AGI: bmega 9 (27,29 a 74,05%), seguidos de 6mega 6 (1,8 a 31,81%) e bmega 3
(0,32 a 2,69%). Quanto ao AGS, o de maior concentracdo foi o acido palmitico
(16,35-44,54%). Ja o teor de a-Toc a maioria dos Oleos apresentaram bons
resultados, a ata brava e o acai local indicam 644,27 e 1.101,11 mg.L?,
respectivamente. A inibicdo do AChE foi satisfatoria, pois todos apresentaram a
inibicdo enzimatica.

Palavras-chave: acidos graxos, AGMI, AGPI, a-tocoferol, Alzheimer
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CHAPTER 4 — ANTI-ACETYLCHOLINESTERASE OF THE CRUDE OILS AND FATS
OF AMAZONIAN FRUITS

ABSTRACT

The fruit trees in the Amazon are consumed in various forms and purposes, these
being: acai (Euterpe oleracea), ata brava (Annona hypoglauca), bacaba
(Oenocarpus bacaba), buriti (Mauritia flexuosa), buritirana (Mauritia aculeata),
murici amarelo (Byrsonima crassifolia), murici vermelho (B. coccolobifolia), piacaba
brava (Barcella odora), pupunha yellow and red varieties (Bactris gasipaes),
tucumanzinho (Astrocaryum acaule) are common plants in the flora of the Roraima
state. The above species lack information as to the concentration inhibiting the
enzyme acetylcholinesterase (AChE), and the profile of saturated (SFA) and
unsaturated (UFA) fatty acids as well as a-tocopherol (a-Toc) content is incipient.
Thus, for this reason the objective of this study was to conduct a bioprospecting of
Amazonian fruits mentioned above regarding the potential inhibition of AChE, as
well as the SFA and UFA profile by Gas Chromatography coupled to Flame
lonization Detector (GC-FID) and the a-Toc content by Liquid Chromatography High
Performance (HPLC). Most oils had high concentrations of UFA: omega-9 (27.29 to
74.05%), followed by omega-6 (1.8 to 31.81%) and omega-3 (0.32 to 2.69%). For
SFA, the highest concentration was palmitic acid (16.35 to 44.54%). Since the a-
Toc content most oils showed good results, for example ata brava and acai, which
was the sample with the highest concentration, 644,27 e 1.101,11 mg.L™?, but the a-
Toc content in all samples was 7,20-1.101,11 mg.Lt. And AChE inhibition was
satisfactory, since all had the enzyme inhibition.

Keywords: fatty acids, MUFA, PUFA, a-tocopherol, Alzheimer
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INTRODUCAO

A sociedade moderna estd experimentando um aumento exponencial da
doenca de Alzheimer e a estimativa é de mais de 115 milhdes de pessoas com a
doenca até 2050 e, de acordo com estudos prospectivos, muitos podem ser 0s
fatores que estdo desencadeando o aumento dessa doenca neurodegenerativa,
como: doencga vascular, diabetes, hipertensdo e/ou obesidade da meia-idade,
tabagismo, sedentarismo, entre outros. Como a doenca de Alzheimer ndo tem cura,
0s pacientes fazem uso de medicamentos que inibem a enzima acetilcolinesterase
(DYSKEN et al., 2014; SINGH et al., 2013; WHO, 2012).

Os sintomas da doenca de Alzheimer incluem uma regressdao de varias
funcdes fisioldgicas, causando dificuldades na lingua, memdéria, comportamento
emocional ou de personalidade, e as capacidades cognitivas (SINGH et al., 2013).
A doenca de Alzheimer e outros problemas cerebrais estdo associados com a
liberag&o da acetilcolina. A colina e acetil coenzima A produzem a acetilcolina, esta
€ entdo liberada na fenda sinaptica e interage com seus receptores, nicotinicos ou
muscarinicos. A acetilcolina degrada-se pela acdo da acetilcolinesterase, cujos
produtos da reacdo sdo a colina e o acetato (MUSTAFA; GAZI, 2014,
WHITEHOUSE, 2014; SINGH et al., 2013).

Estudos apontam que muitas plantas apresentam um bom potencial de
inibicdo da enzima, alguns sdo comestiveis como o caso da marapuama a qual é
uma planta comumente encontrada na regido amazoOnica e muito utilizada por
idosos. Os beneficios observados por esta planta sdo diversos (anti-amnésico,
neuroprotetor, anticolinesterasico e antidrepressivo), inclusive com efeito sobre o
acetilcolinesterase (FERNANDEZ et al., 2016; SANTOS et al., 2015; MONTERO et
al., 2014; GIRONES-VILAPLANA et al., 2012; FIGUERO et al., 2010; TREVISAN;
MACEDO, 2003).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma bioprospecc¢ao do
potencial inibitério sobre o acetilcolinesterase, bem como perfil de acidos graxos e
de a-tocoferol de frutos amazobnicos de espécies vegetais comuns na flora do
estado de Roraima, como: Acai (Euterpe oleracea), ata brava (Annona
hypoglauca), bacaba (Oenocarpus bacaba), buriti (Mauritia flexuosa), buritirana
(Mauritia aculeata), murici amarelo (Byrsonima crassifolia), murici vermelho (B.
coccolobifolia), piagava brava (Barcella odora), pupunha de variedades amarela e

vermelha (Bactris gasipaes) e tucumanzinho (Astrocaryum acaule).
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MATERIAL E METODOS

Preparac&o das Amostras e Obtenc&o de Oleos e Gorduras

Os frutos de acai (polpa), ata brava (semente), bacaba (polpa do fruto verde),
buriti (polpa), buritirana (polpa), murici amarelo (semente), murici vermelho
(semente), piacaba braba (polpa), pupunha variedade vermelha (polpa) e variedade
amarela (polpa) e tucumanzinho (polpa) foram obtidos em diversas regides e
comeércios do estado de Roraima.

As sementes e polpas foram secas em estufa de circulacdo de ar a 50 °C por
48 horas para retirada da umidade, posteriormente foram moidas e peneiradas
entre 20-40 Mesh (Bertel industria Metalurgica Ltda), para obtencdo de poé
homogeneizado, em seguida obteve-se os 6leos e gorduras brutos com hexano em
extrator de Soxhlet, estes foram acondicionados em frasco ambar sob atmosfera
de nitrogénio para posterior analise. O solvente foi reaproveitado por
rotoevaporador (SANTOS et al., 2015; SEREMETA et al., 2015).

Composicdo dos Acidos Graxos por GC-FID

Dissolveu-se, em tubo criogénico de 2 mL, ~10 mg do 6leo extraido das
amostras em 100 yL de uma solucdo de etanol (95%)/ hidréxido de potassio 1
mol.L* (5%). Ap6s agitacdo em vortex por 10 s, o 6leo foi hidrolisado em um forno
de micro-ondas doméstico (Panasonic Piccolo), a poténcia de 80W (Poténcia 2),
durante 5 minutos. Apos resfriamento, adicionou-se 400 uL de acido cloridrico a
20%, uma ponta de espatula de NaCl (~20 mg) e 600 puL de acetato de etila. Apos
agitacdo em vortex por 10 s e repouso por 5 min, uma aliquota de 300 puL da
camada organica foi retirada, colocada em tubos de microcentrifuga e seco por
evaporacao, obtendo-se assim os acidos graxos livres (adaptado de CHRISTIE,
1989). Os acidos graxos livres foram metiladas com 100 uL de BFs/metanol (14%)
e aquecidas durante 10 minutos em banho de agua a 60 °C. Apds diluigdo com 400
uL de metanol, foram analisados por Cromatografia a Gas.

As andlises foram realizadas em um Cromatégrafo a Gas HP7820A (Agilent)
equipado com detector por ionizacdo de chamas (GC-FID). Utilizou-se uma coluna
INNOWAX (HP) 15 m x 0,25 mm x 0,20 u com gradiente de temperatura: 100 °C, O
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min, 7 °C.min"t até 240 °C; injetor (split de 1/30) a 250 °C e detector a 260 °C.
Hidrogénio como gas de arraste (3 mL.min') e volume de injecdo de 1 pL.
Programa de aquisicao de dados EZChrom Elite Compact (Agilent). Os picos foram
identificados usando FAME Mix C14-C22, CRM18917 Supelco, padrédo de ésteres

metilicos de acidos graxos.

Teor de a-Tocoferol por HPLC em Oleos e Gorduras de Frutos Amazénicos

Preparacdo das Amostras e Analise Cromatografica

Para evitar a perda de vitaminas, foram usados vidraria de cor ambar e em
ambiente com baixa iluminacdo e em seguida analisaram-se os 6leos e gorduras
de frutos consumidos na regido amazonica.

Inicialmente os Oleos e gorduras foram diluidos em hexano (1:10). Em
seguida, 200 pL foram transferidos para um tubo com tampa de rosca, onde 600
uL de metanol e 200 pL de solucdo padrédo interna (300 pg.mL* de a-tocoferol em
etanol) foram adicionados. Depois de ser misturado em vortex e centrifugadas a
3000 g por 5 min, as amostras foram filtradas através de microporo de 0,45 um e
injetadas (50 pL), em triplicata, em cromatégrafo (GIMENO et al., 2000).

As analises foram realizadas em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
(HPLC) Shimadzu LC-6AD equipado com detector de UV-Vis. Utilizou-se uma
coluna Supelco, a temperatura ambiente. Loop de injecdo de 20 uL. A fase mével
metanol-agua deionizada (91:9, v/v) e a eluicédo foi realizada a uma taxa de fluxo a
1 mL.mint em modo isocratico.

O Programa de aquisicdo de dados foi o LC Solution. Para determinar o a-
tocoferol nas amostras, as solu¢des-padrao de anteriormente aplicadas e feita sua
curva de calibragao. As proporgdes de a-tocoferol nas amostras e as areas do pico
foram calculadas de acordo com o método do padréo externo. A deteccao UV-Vis
foi feita a 290 nm e cada corrida durou 10 min (adaptado de CASANOVA, 2013;
ESCRIVA; ESTEVE; FRIGOLA, 2002; GIMENO, et al., 2000).

Ensaio de Inibicdo de AChE

As aliquotas de uma solucao de trabalho (25 uL) (amostra em DMSO a 10

mg.mL?) foram adicionadas a pocos de microplacas e controles positivos e
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negativos foram também preparados. Para os cinco primeiros po¢os de uma coluna
(controle positivo) 25 yL de uma solugéo de eserina preparada a 10 mg.mL™? (31
mM; 2,7 mM em toda a mistura de reacdo 275 pL) foi adicionado em Tris / HCI a
pH 8,0). Em seguida, 25 yL de iodeto de acetiltiocolina (ATChl, Sigma A5751) 15
mM; A mistura de reagao, 125 pL de 5',5-ditio-bis (2-nitrobenzoato) (DTNB, Sigma
D8130) (3 mM) e 50 pL de Tris / HCI (50 mM, pH 8) contendo 0,1% (m/v) de
albumina de soro bovino foram adicionados a cada poco. A absorbéancia foi medida
a 405 nm a cada 1 min durante 8 vezes. Em seguida, 25 uL (0,226 U.mL™?) de
acetilcolinesterase (AChE) de Electrophorus electricus (Electric eel) (tipo VI-S)
fornecido pela Sigma (C3389-500UN) em Tris/HCI foi adicionada a cada pogo. A
absorbéancia foi medida a 405 nm por 10 vezes (FRANK; GUPTA, 2005; ELLMAN
et al., 1961).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Acidos graxos em Oleos e Gorduras de Frutos Amazénicos
As informacdes fornecidas pelos cromatogramas dos 6leos e gorduras brutos

de frutos amazo6nicos (Apéndice A) foram colocados na Tabela 1, desta forma é

possivel verificar os AGS e AGI presentes nas amostras.
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Tabela 1 - Composicao de acidos graxos em 6leos e gorduras de frutos amaz6nicos obtidos em Roraima

. TR 3 o TR Ata Bacaba o Murici Murici Piagcava Pupunha Pupunha )
Acidos Graxos (%) . Acai  Buritirana ) Buriti Tucumanzinho
min.? min.? brava verde vermelho  amarelo brava amarela Vermelha
C10:0 (4cido céaprico) - - - 0,76 - - - - - - - - -
C12:0 (4cido laurico) 3.96 0,1 - 1,56 0,09 0,20 - - 0,51 0,46 0,18 0,30 0,20
C14:0 (4cido miristico) 5.89 0,2 2,86 0,13 0,19 0,50 1,31 0,21 0,31 0,15
0,1 0,15 0,49
C15:0 (pentadecylic acid) - - - 3,74 - - - - - - 0,13 0,36 -
C16:0 (4cido palmitico 21,0 4,74 16,35 36,54 21,78 32,20 42,46 44,54 14,50
( p ) 7.94 22,9 21,89 24,05
C16:1 (4cido palmitoleico) 8.30 0,4 0,6 4,90 0,55 0,46 0.00 526 1,07 4,43 7,95 3,18 0,29
C18:0 (4cido estearico) 9.88 3,3 1,2 6,87 6,65 5,15 257 e 4,20 2,48 2,43 5,59 4,32
C18:1 (acido oleico (w-9 64,9 7,07 42,65 44,93 38,13 53,35 38,42 27,29 74,05
(aci ico (w-9)) 10.19 69,4 67.64 30,63
C18:2 (4cido linoleico (w-6)) 10.73 54 1,8 7,56 29,63 3,34 203 -_ 29,66 1,52 4,89 10,74 2,55
C18:3 (&cido linolénico (w-3)) 11.50 0,6 1,4 8,20 0,65 0,58 198 054 0,32 1,66 0,65 2,69 0,77
C20:0 (4cido eicosanoico) 11.80 0,7 8,98 0,50 0,49 0,40 0,28 0,13 0,50 0,26
0,4 0,57 0,62
C22:0 (4cido behenico) - - 11,04 0,11 0,00 0,00 0.32 - - - - -
> Saturados (AGS) 25,3 24,6 17,18 37,42 25,18 29,53 23,19 34,25 43,11 46,01 15,11
¥ Insaturados (AGI) 71,3 73,2 73,48 48,73 70,95 68,24 69,18 61,44 51,91 43,90 77,66
> Monoinsaturados (AGMI) 65,3 70,0 43,20 45,39 67,64 35,89 39,20 57,78 46,37 30,47 74,34
¥ Poli-insaturados (AGPI) 6,0 3,2 30,28 3,34 3,31 32,35 29,98 3,66 5,54 13,43 3,32
Razédo w-6w-3 9,0 1,29 45,58 3,34 1,59 58,91 92,69 0,91 7,52 3,99 3,31

TR min&, TR min®: Tempo de Retengdo em minutos; TR min? e ® foram realizados em momentos diferentes. Acidos Graxos Saturados (AGS): C10:0, C12:0,
C14:0, C15:0, C16:0, C18:0, C20:0, C22:0. Acidos Graxos Insaturados (AGI): C16:1, C18:1, C18:2, C18:3. Acidos Graxos Monoinsaturados (AGMI): C16:1,
C18:1. Acidos Graxos Poliinsaturados (AGPI): C18:2, C18:3.
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Os oOleos e gorduras estudados podem ser comparados (Tabela 2) com os
mesmos de sua espécie, em outros locais, com 6leos comerciais e com peixes,
quanto aos acidos graxos saturados (acido palmitico) e insaturados (6megas 3,
6 e 9). Apenas as espécies de ata brava, buritirana, piacava brava e
tucumanzinho ndo foram comparadas, pois para 0s mesmos nao foram
encontradas tais informacdes.

Na concentracdo de 6mega 3 presente no acai, buriti, murici amarelo, as
pupunhas amarela e vermelha (Tabela 2) comparado aos das mesmas espécies
da Tabela 1, observou-se uma grande proximidade. A concentracdo de dmega
6 do acai (Tabela) se apresenta distante do teor do mesmo acido na mesma
espécie em estudo, enquanto ha proximidades no buriti, murici amarelo e as
pupunhas amarela e vermelha desta tabela com o da Tabela 1. Quanto a
concentracdo de 6mega 9 do acai, buriti, murici amarelo, as pupunhas amarela
e vermelha (Tabela 2) comparado aos das mesmas espécies da Tabela 1,

observa-se uma grande proximidade.

Tabela 2 - Comparacdo de concentracdo dos émegas 3, 6 e 9 e do acido

palmitico (acido graxo saturado) em 6leos e gorduras

] Acidos Graxos (%)
Oleos e Gorduras

C16:0 cis:1 Cci18:2 C18:3
Acaid 20,4-25,56 52,7-63,9 10,3-12,0 tr-0,95
Buritie¢ 20,8-24,6 71,6-75,50 2,15-2,70 0,10-2,00
Murici Amarelo™! 33,44 40,38-53,3 23,13-34,9 0,94
Pupunha Amarela" 54,87 36,97 2,34 0,77
Pupunha Vermelha" 58,15 24,82 8,55 2,56
Oliva extra virgem - 71,4-84,5 4,1-10,7 0,3-1,0
Girassol* - 23,4-260 61,6-65,6 0
Milho* - 28,0-34,6 52,5-57,5 0,3-1,2
Soja* - 23,0-24,4 52,1-53,6 6,7-7,3
Tambagqui*** 16,16- 20,48 23,17-26,84 10,81- 16,57 1,81-2,83

tr: tracos; na: ndo apresentado; *: andlise realizada por RMN 1H; **Tambaqui € um peixe
amazonico. @aMenezes et al., 2016; "Silva; °Rogez, 2013; dNascimento et al., 2008; eMedeiros et
al., 2015; 'Santos et. al., 2013; 9Rodrigues et al., 2010; "Andrade, 2007; '‘Rezende; Fraga, 2003;
iGuillén; Ruiz, 2003; kMelo Filho; Oliveira; Santos, 2013.
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As amostras que se encontram soélidas em temperatura ambiente (Tabela
1) sdo as que possuem maior concentracdo de saturados, como as pupunhas
amarela (43,11%) e vermelha 46,01%. A bacaba verde tem a aparéncia
intermediaria, entre liquido e sdélido e sua concentracdo de saturado é 37,42%.
Ja& o murici amarelo tem concentracdo de saturados em 23,19%, mas sua
aparéncia também é intermediaria, certamente seja pela sua alta concentragcao
de pectina, 746,81 mg em 100 g do fruto (MORZELLE et al., 2015), a qual é
matéria prima para sucos e geleias.

A concentracdo de dmega 9 foi menor em algumas amostras, contudo a
concentracdo do acido palmitico se mostrou elevada em: pupunha de variedade
amarela (w-9: 38,42%; acido palmitico: 42,46%) e de variedade vermelha (w-9:
27,29%; éacido palmitico: 44,54%) e bacaba, fruto verde, (w-9: 44,93; acido
palmitico: 36,54). Enquanto que os w-6, w-9 e &cido palmitico séo elevados na
ata brava e nos muricis amarelo e vermelho (Tabela 1).

O 6mega 9 é majoritario cinco espécies de frutos amazonicos (Tabela 1):
piacava brava (53,35%), acai (64,9%), buriti (67,64%), buritirana (69,4%) e o
tucumanzinho (74,05%). Essas concentracfes de w9 se assemelham as do
azeite de oliva extra virgem (71,4-84,5%, Tabela 2) e superior as dos graos
girassol, milho, soja e do peixe amazénico tambaqui (GUILLEN; RUIZ, 2003;
MELO FILHO; OLIVEIRA; SANTOS, 2013).

Os beneficios do &cido oleico parecem estar sempre associados a outro
acido graxo, o linolénico, e aos polifendis, como sinergismo, através da
alimentacédo no consumo de azeite de oliva (w-9), peixes (w-3) e vinho tinto (ou
azeitonas) (polifendis). Mas, o destaque € maior para o acido oleico, como:
bioatividade sobre o cancer e sobre doencas autoimunes, reumaticas, como
também apresenta propriedades antiinflamatoria, antidiabética, redutora da
arteriosclerose coronéria, entre muitos outros (SALES-CAMPOS et al., 2013;
Lou-BONAFONTE et al., 2012; CARRILLO; CAVIA; ALONSO-TORRE, 2012;
PAUWELS, 2011; BERMUDEZ et al. 2011; VASSILIOU et al., 2009; SALES;
OLIVIERO; SPINELLA, 2009; COLOMER; MENENDEZ, 2008; MENENDEZ;
LUPU, 2006).

JA o bmega 6 é um acido graxo poliinsaturado (AGPI) (SOLOMONS;
FRYHLE, 2006). De acordo com Poli e Visioli (2015), em uma profunda reviséao
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da literatura, destacaram a principal importancia do consumo do acido linoleico,
a reducao de risco cardiovascular (CV). Segundo os autores, quanto maior o
consumo de w-6, menor sdo os riscos de doencas CV. E, vale destacar, que o
Omega 6 ndo possui efeito sobre a inflamacdo. Outros beneficios deste acido
sao apresentados por Knowles e Watkinson (2014), como: bioatividade sobre a
dermatite e eczema, artrite reumatoide, a sindrome pré-menstrual e na
prevencao de doencas cardiacas e acidente vascular cerebral.

Quanto ao 6mega 3, Wu Q. et al. (2015) apresenta diversos beneficios a
saude humana, como: prevencao de doencas cardiovasculares (DEFILIPPSIS;
SPERLING, 2006), inflamagbes, condigbes para um bom desenvolvimento
neurolégico e funcao visual. Quanto a funcédo visual, Wu et al. (2015) confirmam
gue a suplementacdo da dieta com o 6mega 3 melhora a acuidade visual da
crianca em idade escolar com Quociente de Inteligéncia (QI) mais baixo e
transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH). Ja Cooper et al. (2016)
observaram um pequeno efeito sobre a labilidade emocional e 0 comportamento
de oposicdo em individuos com TDAH.

Ainda quanto aos beneficios do 6mega 3, Wu S. et al. (2015), através de
uma revisao da literatura, concluiram que um alto consumo de peixe reduz cerca
36% do risco da doenca de Alzheimer (DA) e pelo menos 100 g de peixe pode
reduzir 11%, mas os autores alertam ndo haver ainda uma evidéncia inversa e
sua associagcao a doenca. Song et al. (2016) afirmam a bioatividade do w-3
(acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA)) sobre as
doencas psiquiatricas e neurodegenerativas.

Segundo Bos et al. (2016) o acido a-linolénico, presente em 6leos vegetais,
pode metabolizar os acidos EPA e DHA (presente em peixes), porém em
pequenas quantidades, o que o tornaria ineficaz, assim o autor defende o
consumo de peixes como o salméo, atum, cavala e sardinha. Porém, Yamagishi
et al. (2016) analisaram o sangue de individuos japoneses e observaram uma
forte relagdo inversa do acido a-linolénico no sangue que foi inversamente
proporcional a associagdo do acido com a desativacdo da deméncia.

Mas, para Simopoulos (2006) consumir alimentos que tenham uma taxa
baixa de w-6/4v-3 € de extrema importancia na prevencéo de doencas crénicas
(KANG, 2005) e cardiovasculares (CANDELA; LOPEZ; KOHEN, 2011), ou

reducbes da mortalidade por doencas do coracdo e do cancer de célon em
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pacientes que tenham a doenca, diminuicdo do risco de cancer de mama e
eliminagéo da inflamag&o em individuos com artrite reumatoide (SIMOPOULOQS,
2006), além do supracitado, uma menor taxa w-64n-3 evita 0 excesso de peso e
a obesidade (SIMOPOULOS, 2016). A FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations) (2010) recomenda que a ingestdo minima de w-6 em 2,5%
e de w-3 em 0,5% e o valor ideal total de AGPI (w-6 e w-3) varie entre 6 e 11%.

Os oOleos e gorduras de frutos amazoénicos piacava brava (0,91%),
buritirana (1,29%), buriti (1,59%), tucumanzinho (3,31%), bacaba (fruto verde)
(3,34%), pupunha vermelha (3,99%) e acai (9,0%) e possuem taxas reduzidas
de w-6/w-3.

a-Tocoferol em Oleos e Gorduras de Frutos Amazodnicos

Além dos acidos graxos em 0leos brutos vegetais, podem ser encontradas
as vitaminas lipossoluveis: A, D, E e K. Essas vitaminas sdo obtidas através da
alimentacdo e tém essencial atividade sobre o organismo humano e sua
deficiéncia ou insuficiéncia pode gerar graves problemas a saude
(GONCALVES, ESTEVINHO, ROCHA, 2016; ZHAO et al, 2013
MANGIALASCHE et al., 2012; MANNA, KALITA, 2016; KLACK; CARVALHO,
2006).

A vitamina E (Vit. E) é composta por a-, B-, y- € &- tocoferdis e a-, B-, y- e
0- tocotrienois, 0s quais sdo obtidos através da alimentacdo, e ocorre
naturalmente em 6leos vegetais (Tabela 3), folhas verdes, laticinios, etc (CRAFT,
2016; MANGIALASCHE et al.,, 2012; COLOMBO, 2010). De acordo com
Gutierres et al. (2012) o a-tocoferol € o mais bioativo dos grupos de tocoferdis e

tocotrienois.
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Tabela 3 — Determinagédo de a-tocoferol em 0Oleos e gorduras

de frutos amazobnicos

. Parte a-tocoferol
Frutos Amazonicos . .
Utilizada Analisado (mg.L™?)

Ata braba Semente 644,27 (NE)
Acai Polpa 1.101,11
Bacaba (fruto verde) Polpa 7,318
Buriti Polpa 156,70
Buritirana Polpa 166,34 (NE)
Murici Amarelo Semente 7,2042
Murici Vermelho Semente 179,52 (NE)
Piacaba braba Polpa 8,77 (NE)
Pupunha var. Amarela Polpa ND
Pupunha var. Vermelha Polpa ND (NE)
Tucumanzinho Polpa ND* (NE)

NE: ndo encontrada literatura; ND: nao detectado; *: muito abaixo do limite
de detecc¢édo para 0 método.

A quantidade de a-tocoferol no 6leo da polpa de acai varia de 67 a 97,55%
(LUBRANO; ROBIN, 1997; DARNET et al.,, 2011). Quanto a presenca do a-
tocoferol na bacaba é de 97% (LUBRANO; ROBIN, 1997), no buriti &€ de 37,2%
(DARNET et al., 2011), murici amarelo de 67,25% (SOUSA, 2013) e a pupunha
amarela em 96% (LUBRANO; ROBIN, 1997).

Sabe-se que o0s a-tocofer6is sdo majoritarios nos 6leos amazbnicos
(Tabela 3 e no paragrafo anterior), exceto para o buriti (37,2%), pois o B- € 0 y-
tocoferois sdo majoritarios, 57% (DARNET et al., 2011). Ainda na Tabela 3 sao
apresentados resultados inéditos sobre o teor de a-tocoferol nos 6leos das
plantas: ata brava, bacaba (fruto verde), buritirana, murici vermelho e piacaba
brava. Tais resultados séo satisfatorios, pois contribuirdo com informacdes para
uma melhor alimentacdo dos consumidores locais e pelos beneficios da vitamina
E.

De acordo com Colombo (2010), a vitamina E apresenta diversos
beneficios ao sistema cardiovascular e baixas concentracdes de colesterol no

sangue. Segundo Kaempf e Linderkamp (1998) e Craft (2016) a vitamina E
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chega aos tecidos através do colesterol LDL, por sua forte afinidade receptora.
Para Kaempf e Linderkamp (1998), Azzi et al. (2016) e Jarvinen e Erkkila (2016)
uma das principais fun¢des da vitamina E no organismo humano é sua
capacidade antioxidante, pois protege as células dos radicais livres.

Para Azzi et al. (2016) relatam que com o0 uso da vitamina E natural
poderiam prevenir ou até mesmo curar doencas, as supostamente geradas pelo
estresse oxidativo, como cardiovascular, cancer, cataratas, neurodegenerativas
e outras. De acordo com Morris et al. (2015), o a-tocoferol pode surtir efeito sobre
a doenca de Alzheimer e outros problemas cerebrais, quando houver a ingestao
de pequenas doses da vitamina numa dieta alimentar diaria e ndo na forma de
suplementacdo. Tais efeitos sdo confirmados por Jarvinen e Erkkila (2016) e
Mangialasche et al. (2012).

Atividade Anti-Acetilcolinesterase

A doencga de Alzheimer e outros problemas cerebrais estdo associados om
a liberagdo da acetilcolina. A colina e acetil coenzima A produzem a acetilcolina,
esta é entdo liberada na fenda sinaptica e interage com seus receptores,
nicotinicos ou muscarinicos. A acetilcolina degrada-se pela acdo da
acetilcolinesterase, cujos produtos da reacdo sdo a colina e o acetato
(MUSTAFA; GAZI, 2014; WHITEHOUSE, 2014; SINGH et al., 2013).

Medicamentos, como o donepezil sdo utilizados em pessoas com a doenca
de Alzheimer. A funcdo do medicamento € inibir a acetilcolinesterase,
consequentemente ha reducao na degradacéo da acetilcolina e, desta maneira,
as concentracdes de transmissores na sinapse aumentam (MUSTAFA; GAZI,
2014; WHITEHOUSE, 2014; SINGH et al., 2013).

De acordo com Figueir6 et al. (2010), h4 um numero crescente de
individuos com doencas neurodegenerativas, como no caso da doenca de
Alzheimer (DA), uma das principais doengcas neurodegenerativas, pois seu
crescimento é alarmante, pois segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude, OMS,
(WHO, 2012) em 2010 tivemos mais 35 milhfes de pessoas no mundo com a
doenca, a estimativa € que em 2050, tenhamos no mundo mais de 115 milhdes
de pessoas com a doenca de Alzheimer. Estima-se, ainda, cerca de 8 milhdes

de pessoas com DA a cada ano.
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Segundo a OMS (WHO, 2012), as pessoas com DA, e também seus
cuidadores, sofrem expressiva e progressivamente com 0 preconceito de
algumas pessoas e com os diversos sintomas em trés estagios: inicial,
intermediario e tardio, sendo os principais: declinio cognitivo, disfuncdo da
memoria, linguagem, percepcdo, comportamento emocional ou personalidade
afetados (SINGH et al., 2013). Assim, a OMS (WHO, 2012) aponta o custo por
ano com saude e assisténcia social dos afetados, mais de 600 bilhdes de dolares
por ano em todo o mundo.

Os sintomas supracitados estdo associados com a perda colinérgica do
cérebro, estresse oxidativo, e a atividade do glutamato excessivo (DYSKEN et
al., 2014). Para a OMS (WHO, 2012), n&o se sabe uma forma de prevencao da
DA e da perda da habilidade cognitiva, de modo que seu trato preventivo é
inconclusivo e o que se sabe, apresenta base cientifica incipiente ainda. Sobre
a reducdo dos riscos, estaria ligada a boa saude cardiovascular, mais educacdo
e maior quantidade de atividades fisicas.

Deste modo, buscar por novos produtos que atendam a demanda mundial
de pessoas com Alzheimer fez com que Trevisan e Macedo (2003) realizasse
uma bioprospeccao sobre a inibigdo do acetilcolinesterase com extratos brutos
de 58 plantas brasileiras, onde 11 espécies se mostraram inibidores potentes e
oito moderadas, as demais ndo apresentaram inibicdo do AChE. Essa analise
de medida de potencial € determinada por Vinutha et al. (2007), cujo valores
acima de 50% s&o inibidores potentes, entre 30 e 50% s&o moderados e abaixo
de 30% sé&o inibidores fracos sobre o AChE, para extratos brutos vegetais.
Entende-se que os 6leos e gorduras brutos de frutos sdo formas de extratos. Os
resultados apresentados na Tabela 4 da bioprospeccédo de 6leos e gorduras de
frutos amazonicos inibidores de acetilcolinesterase sé@o inéditos no Brasil e no
mundo.

A maioria dos frutos na Tabela 4 sdo conhecidos, comestiveis e facilmente
obtidos em mercado local, porém outros ndo sao tdo conhecidos, mas
consumidos por algumas populagfes da regido amazoénica, como os frutos ata

brava, buritirana, piacaba brava e tucumanzinho.
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Tabela 4 - Inibicdo do acetilcolinesterase de frutos amazonicos

Frutos Amazobnicos % de Inibicdo  Potencial
Ata brabaP Semente 79,55 + 4,08 Potente
Acai Polpa 41,18+ 2,09 Moderada
Bacaba (fruto verde) Polpa 15,67 £ 3,54 Fraco
Buriti Polpa 28,53 +1,68 Fraco
Buritirana Polpa 30,18+ 1,35 Moderada
Murici Amarelo Semente 36,30 £ 2,43 Moderada
Murici Vermelho Semente 44,17+ 4,20 Moderada
Piagaba braba Polpa 38,24 + 3,58 Moderada
Pupunha var. Amarela Polpa 64,27 + 4,59 Potente
Pupunha var. Vermelha Polpa 83,91 + 4,54 Potente
Tucumanzinho Polpa 44,22+ 3,71 Moderada
Galantamina* 90,31
Eserina 91,77

P. artigo publicado pelo autor em 2015: Santos et al. Fatty acid profile and
bioactivity from Annona hypoglauca seeds oil. African Journal of Biotechnology,
14(30), 2377-2382, 2015. *Galantamina: Padréao clinico utilizado.

A bioprospeccéo em estudo sobre a inibicdo de 6leos e gorduras brutos de
frutos amazonicos sobre o acetilcolinesterase se mostrou, em sua maioria,
moderada, seguida de potente e depois fraca inibicdo (Tabela 4). Apenas os
Oleos das polpas dos frutos da bacaba (fruto verde) (15,67%) e do buriti (28,53%)
se mostraram fracos inibidores da enzima, o buriti ficou muito préximo de inibicédo
moderada.

Os resultados por serem inéditos, ndo é possivel compara-los com a
literatura. Um estudo desenvolvido por Gironés-Vilaplana et al. (2012) foi o de
verificar se misturas de suco de lim&o potencializariam a inibicdo do AChE e
assim eram adicionadas a bebida de diferentes frutos, entre eles o acai. De
acordo com os autores apenas 0 suco de limdo apresentou uma boa inibicdo,
mas ao adicionar os frutos, apenas o acai potencializou a inibicdo na mistura
(suco de lim&@o mais 5% de fruto de acai).

Algumas plantas encontradas em Roraima tém mostrado um grande

potencial inibitorio sobre a enzima AChE, in vitro, como o 6leo da polpa do inaja
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(Maximiliana maripa), 63,76% de inibicdo da enzima (FERNANDEZ et al., 2016),
Oleo essencial das flores secas do cambara (Lantana camara), com inibicdo da
enzima de 77,15% (SANTOS et al., 2015), fracdes de extratos do Combretum
laurifolium com inibicdo de 46,3 a 65,2% (MONTERO et al., 2014).

Os potenciais de extratos de plantas amazonicas sobre o AChE
ultrapassam os bons resultados dos testes in vitro. De acordo com Figuero et al.
(2010), extratos da planta marapuama (Ptychopetalum olacoides), comum na
regido amazonica, apresentou efeito inibitério sobre o acetilcolinesterase in vivo
por via oral. De acordo com o0s autores esta espécie jA se mostrou,
potencialmente, bioativa com efeito anti-amnésico, neuroprotetor,
anticolinesterasico e antidrepressivo.

Mas além dos resultados benéficos do a-tocoferol supracitado, os acidos
graxos podem reduzir os lipidios no sangue e, consequentemente, os problemas
cardiovasculares. Assim, os acidos graxos presentes em 0leos vegetais ou
gorduras de peixe podem ter atividades anti-inflamatorias (CALDER, 2005;
CALDER, 1998; ZHAO et al., 2005), contudo, também, pode atuar sobre a
neuroinflamacédo, a qual leva as desordens cerebrais, como a doenca de
Alzheimer e doenca de Parkinson, portanto ha uma relagéo entre o uso de acidos
graxos presentes em 6leos ou gorduras com o baixo risco de desenvolvimento
destas doencas (BAZINET; LAYE, 2014). Gironés-Vilaplana et al. (2012)
apontam que por mais que os efeitos de medicamentos utilizados em
tratamentos de doencas neurolégicas sejam eficazes, o uso diario de alimentos
que proporcionem a inibicdo do AChE néo trara efeitos secundarios.

Muitos dos 6leos apresentados na Tabela 4 sdo de consumo comum na
regido amazodnica por populacdes tradicionais ou ndo tradicionais. Alguns dos
Oleos e gorduras (Tabela 4) assemelham-se ao percentual de acidos graxos,
bem como a presencga do a-tocoferol do azeite de oliva virgem, como o analisado
por Ballus et al. (2014): acido palmitico (6-12%), acido oleico (70-84%), acido
linoleico (3,2-11,7%), acido a-linolénico (0,6-1,4%) e a -tocoferol (29-233 mg.kg"
1). Segundo Ballus et al. (2014) e Aiello (2015), o uso do azeite de oliva
proporciona saude aos seres humanos por apresentar acidos graxos e
antioxidante, como os compostos fendlicos e os tocoferdis, entre outros. Para

Qosa et al. (2015), o uso precoce do azeite de extra virgem a longo prazo

122



apresentou efeito protetor contra a doenca de Alzheimer e da angiopatia amiloide
cerebral em ratos.

Substéancias presentes em alimentos podem atuar sobre espécies reativas
ou estimular sistemas de defesa enddgenos. Esse efeito protetor tem-se
atribuido a presenca de compostos com atividade antioxidante, tais como
vitaminas, minerais, compostos fendlicos e carotenoides (ALMEIDA et al., 2011).
O consumo frequente de frutas e vegetais tem-se associado a um menor risco
de doencas em desenvolvimento, como acidente vascular cerebral, diabetes

melito, artrite, Parkinson, Alzheimer e cancer (CROWE et al., 2011).

CONCLUSAO

Os oleos e gorduras presentes em frutos que sdo consumidos na regiao
amazonica e apresentam um perfil de &cidos graxos benéfico a saltde desses
consumidores, possuem em sua composicdo, elevada concentracdo do
monoinsaturado 6mega 9, seguido de menores concentracbes dos poli-
insaturados 6megas 6 e 3.

Quanto a presenca de a-tocoferol em Oleos e gorduras dos frutos
amazonicos, observou-se elevada concentracao no 6leo da polpa de acai e das
sementes de ata brava, sendo este ultimo, um dado inédito na literatura. Outras
amostras como a buritirana, murici vermelho e a piacaba brava, apresentaram
baixas concentracdes de a-tocoferol, e, estas informacdes sdo inéditas para
estes frutos. Ja a pupunha de variedades amarela e vermelha e o tucumanzinho
nao foram identificadas presenca de a-tocoferol.

A inibicdo do acetilcolinesterase por 6leos e gorduras de frutos amazénicos
se mostrou muito satisfatdria, pois todas as amostras analisadas exibiram
resultados positivos, os inibidores mais potentes foram: pupunha de variedades
vermelha (83,91%) e amarela (64,27%) e a ata brava (79,55%). Houve também
os frutos que apresentaram fraca e moderada inibicdo. Vale ressaltar o carater
inédito dessa bioprospeccdo, no Brasil e no mundo, quanto a atividade
antiacetilcolinesterasica de 6leos e gorduras de frutos amazonicos, seguida do

perfil de acidos graxos e de a-tocoferol.
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APENDICE A — Cromatogramas por GC-FID de 6leos e gorduras brutos de frutos
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Bacaba, fruto verde (Oenocarpus bacaba)
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Buritirana (Mauritia aculeata)
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Murici vermelho (Byrsonima coccolobifolia)
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Pupunha variedade Vermelha (Bactris gasipaes)
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Tucumanzinho (Astrocaryum acaule)
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