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PEREIRA-FREIRE, J.A. Caracterizagdo nutricional, potencial quimiopreventivo e
toxicidade de Mauritia flexuosa (buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e
bioprospeccédo de frutos regionais. 2017. 233p. Tese (Pds-graduacdo em Biotecnologia,
Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO), Orientador: Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro
Ferreira. Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina-Piaui.

RESUMO

Buriti € o nome popular do fruto da Mauritia flexuosa (Aricaceae), utilizado na medicina
popular para tratamento de doencas dermatoldgicas, cicatrizacdo de feridas e como
antiinflamatorio. Como alimento, é muito utilizado em preparacdes de doces e sucos
produzidos a partir da polpa. Este estudo objetivou realizar a caracterizagdo nutricional e o
potencial quimiopreventivo de bioprodutos de buriti (polpa, casca e endocarpo em po), além
de avaliar toxicidade em camundongos fémeas, tratados com extratos aquosos desses
bioprodutos. Para tanto, uma prospeccéao cientifica e tecnoldgica foi realizada em bases de
dados. Na caracterizacao nutricional, foi realizado estudo fisico-quimio de pH, acidez e Brix°,
seguido por analise quali e quantitativa de fibras sollveis e insollveis, bem como perfil de
minerais e acidos graxos em polpa, casca e no endocarpo de buriti. Foram avaliadas
caracteristicas morfologicas (Microscopia eletrébnica de varredura - MEV), reoldgicas e
térmicas (Calorimetria exploratéria diferencial — DSC, difragdo de raio-X - DRXx) dessas
amostras. Para avaliacdo do potencial quimiopreventivo, realizou-se o estudo quantitativo
dos compostos bioativos existentes e triagem qualitativa por HPLC-DAD. Também foi
realizado estudo da atividade antioxidante e caracterizacdo da bioacessibilidade de fendis
totais in vitro. No estudo toxicol6gico em dose Unica, os camundongos (n = 3) foram tratados
por via oral (v.0.) com extratos aquosos de polpa, casca e endocarpo de buriti nas doses de
300 e 2000 mg/kg, e durante 14 dias foram observados comportamento geral, taxa de
letalidade, peso corporal, consumo de agua e ragdo, assim como avaliacdo da atividade
locomotora e coordenacdo motora por meio dos testes de campo aberto e da barra giratéria,
respectivamente. ApoOs este periodo, os animais foram anestesiados com solucdo de
xilazina-cetamina 0,10 mL/100 g de massa corplrea para prosseguir com analises
hematoldgicas e bioquimicas, bem como dissecacéo dos principais érgdos (figado, coracéo,
rins, pulmao, baco, estbmago e cérebro) para estudo macroscépico e histolégico. No estudo
de toxicidade subaguda os camundongos foram tratados com doses de 300 e 600 mg/kg por
28 dias consecutivos (n = 7). Para essa etapa de toxicidade subaguda, foi avaliado possivel
efeito genotoxico dessas amostras. Durante o tratamento em dose Unica e repetidas néo
foram evidenciados nenhum sinal de toxicidade durante o periodo de observa¢cédo, de modo
gue nao foi possivel determinar a Dose Letal 50%. Como os animais foram tratados com
doses até 2000 mg/kg e néo foi registrada nenhuma morte durante o periodo de observacao
€ possivel sugerir que o0s extratos aquosos de polpa, casca e endocarpo de buriti,
apresentam perigo relativamente baixo de toxicidade. Nos parametros fisioldgicos,
bioquimicos e hematologicos ndo foram observadas alteracdes e nem efeitos sobre a
atividade locomotora e coordenacdo motora dos animais apds tratamento com 0s extratos
nos diferentes protocolos. Além disto, ndo se observou alteracbes macroscopicas e
histologicas nos principais 6rgdos analisados. Com base em nossa pesquisa, foi solicitado
pedido de depoésito de registro de patente junto ao Instituto Nacional da Propriedade
Industrial. Os resultados deste trabalho sugerem que a polpa, casca e endocarpo de buriti
sdo potenciais alimentos com atividade antioxidante, bioacessiveis e seguros em ensaios
pré-clinicos, bem como demonstraram potencial farmacolégico quanto ao perfil lipidico e
glicidico, que precisam ser melhores explorados para esclarecer seu mecanismo de acao e
relevancia clinica, de modo a ampliar as perspectivas do uso seguro e eficaz dos frutos de
buriti de forma integral (polpa, casca e endocarpo), como ingredientes de importancia
biotecnoldgica.

Palavras-chave: Antioxidantes. Fitoquimicos. Nutracéuticos. Bioacessibilidade. HPLC.



PEREIRA-FREIRE, J. A. Nutritional characterization, chemical-preventive potential, and
toxicity of the Mauritia flexuosa (buriti): an encouragement to sustainable
biotechnological and bioprospecting of regional fruits. 2017. 233p. Thesis (Northeast
Biotechnology Network Graduate Program — RENORBIO), Supervisor: Prof. Ph.D. Paulo
Michel Pinheiro Ferreira. Federal University of Piaui (UFPI). Teresina-Piaui.

Abstract

Buriti is the popular name of the Mauritia flexuosa (Aricaceae) fruit, which is commonly used
in the popular medicine for treatment of skin disease, wound healing, and also as an anti-
inflammatory. As food, this fruit pulp is also used for the preparation of candy and juices. The
objective of our study was to characterize the nutritional and chemical preventive potential of
buriti based bio-products, as well as to assess the toxicity in mice submitted to treatment with
aqueous extracts from the fruits bio-products. For this purpose, we performed a scientific and
technological prospection in databases. In the nutritional characterization, we performed a
pH, acidity, and Brix values physicochemical study followed up by the quantitative and
gualitative analyses of soluble and insoluble fiber, as well as to outline minerals, oily acid in
the buriti pulp, peel and endocarp. We evaluated the morphological (Scanning Electron
Microscopy - MEV), rheological and thermal (Differential Scanning Calorimetry — DSC, X-ray
Diffraction) characteristics from these samples. Next, in the assessment of the chemical-
preventive potential, we performed the quantitative study and the qualitative trial by HPLC-
DAD of the existing bioactive composites. In addition, we performed the analysis of the
antioxidant activity and the characterization of the in vitro bioaccessibility of total phenols.
Finally, in the single, dose toxicity test, the mice (n = 3) were treated through oral
administrations at doses of 300 and 2000 mg/Kg of aqueous extracts of buriti pulp, peel and
endocarp over three months. During this period, we observed their general behavior, case
fatality rate, body weight, water and feed intake, as well as the evaluation of their locomotor
disability and body coordination through open field tests and rotating bar, respectively.
Afterwards, the animals were anaesthetized with a xylazine-ketamine solution of 0.10mL per
100g of body mass to allow the analyses hematologic and biochemichal, besides the
dissection of their main organs (liver, heart, kidneys, lung, spleen, stomach and brains) to the
macroscopic and histological examinations. In the sub-acute toxicity study, the mice were
treated at doses of 300 and 600 mg/Kg over 28 consecutive days (n = 7). In this phase, we
evaluated the eventual genotoxic effect of these samples. During the single and repeated-
dose treatment we found no sign of toxicity, what does not allow to determine the 50% Lethal
Dose. Besides, as the animals were treated at doses of 2000 mg/Kg and we did not
registered any death during the experiment it is possible to suggest the buriti agueous
extracts represent relatively low toxicity danger. After the treatment with the extracts under
different protocols, no changes in the physiological, biochemical, and hematologic
parameters was observed and no effect over the locomotor ability and the body coordination
of the animals. Moreover, no macroscopic and the histological changes were observed. The
results show buriti bio-products have bioaccessible phenolic compounds in vitro and
antioxidant activity, as well as they show possible pharmacological activity related to lipid and
glycidic metabolism, which need further investigation to clarify their action mechanism and
clinical relevance. We request the filling of a patent application to the Intellectual Property
National Institute (INPI). Therefore, this thesis foster further investigation to corroborate with
the safe and efficient use of the buriti fruit in its integral form (pulp, peel and endocarp) as a
product of biotechnological importance.

Keywords: Antioxidants. Phytochemicals. Nutraceuticals. Mauritia flexuosa. HPLC
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) em busca de
alimentos com propriedades funcionais, potencial antioxidante e outras propriedades
farmacologicas teve maior atencdo da comunidade cientifica. A industria de alimentos busca
técnicas eficazes para aumentar o tempo de prateleira dos alimentos, manter a seguranca
alimentar e a qualidade higiénico-sanitaria e nutricional destes produtos, além de priorizar a
boa aparéncia e qualidades sensoriais (SILVA et al.,, 2016), assim como ha uma
preocupacdo mundial com sustentabilidade e meio ambiente e este fato tem incentivado o
estudo de inovagBes tecnoldgicas, incluindo a utilizacdo de residuos agroindustriais para
aumentar a oferta de alimentos saudaveis, funcionais e certificados por érgdos de vigilancia,
como a ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (FAO, 2015; BRASIL, 2016).

No Brasil, é grande a quantidade de residuos gerados no processamento industrial
de frutas e vegetais. Tais residuos sdo considerados partes ndo comestiveis (cascas, talos e
sementes) e, muitas vezes, sao subutilizadas e se perdem no processo de pds-colheita,
armazenamento, manuseio ou mesmo descarte. Portanto, estudar formas de utilizar
integralmente os alimentos é uma maneira de contribuir para o aumento da oferta de
alimentos de grande valor nutricional, além de promover reducdo no volume de residuos
gerados pela industria, melhorar a qualidade de vida e salde da populacdo (STORCK et al.,
2013; BECKER et al., 2014).

No Nordeste Brasileiro, muitos frutos ainda sdo obtidos da natureza de forma
extrativista e tradicional para o consumo de subsisténcia. A planta da espécie Mauritia
flexuosa, mais conhecida como buritizeiro, esta distribuida por toda a América do Sul e no
Brasil Central, mais especificamente em onze estados (CANUDO et al., 2010). Seu 6leo
possui boa estabilidade e protecdo contra a oxidacdo, uma caracteristica de grande
interesse para inddstria alimenticia, cosmética e farmacéutica (SIQUEIRA et al., 2014;
AQUINO et al., 2015; SILVA et al., 2016). Baseado em pesquisa de prospeccao tecnoldgica
realizada em 2016, observou-se que existem patentes referentes ao buriti: BRP10303404-6
Bl (BARRERA-ARELLANO, 2014) e US20120251602 (OLIVIER et al., 2012), nas quais 0
Oleo da polpa do buriti (M. flexuosa e/ou Mauritia vinifera) € utilizado na preparagdo de
formulacdes cosméticas, capilares e farmacéuticas como potencializador da protecao solar,
assim como fonte de carotenoides (pré-vitamina A) e vitamina E (tocoferdis e antioxidantes
naturais). Entretanto, nessa prospeccédo tecnoldgica ndo foi encontrada patente direcionada
para a utilizagdo dos subprodutos do buriti como um produto possivel de ser utilizado em

diversas &reas da biotecnologia, inclusive na alimentacdo humana, apesar de existir artigos
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cientificos utilizando o endocarpo do fruto, na forma de pd, para o preparo de cookies
(BECKER et al., 2014).

Ao identificar e estudar a composicao nutricional de partes dos alimentos usualmente
descartadas é possivel direcionar melhor o seu uso em diversas aplicacdes tecnolégicas.
Além disso, pesquisar formas de prolongar o tempo de conservacdo destes produtos é
essencial, e nesse caso, 0 processo de desidratacdo tem sido estudado e muito utilizado
para ampliar o consumo de residuos alimentares (SHOFIAN, 2011; SERNA-COCK et al.,
2015; NAKAGAWA, OCHIAIL, 2015). Os produtos liofilizados podem servir como
ingredientes alimentares, com fungéo de antioxidantes naturais, que retardam a peroxidagéo
lipidica do alimento pronto e aumenta a vida util do mesmo, uma alternativa viavel para a
substituicdo de aditivos sintéticos (ARMENTEROS et al., 2016).

Diante do exposto, a tese intitulada: “Caracterizacdo nutricional, potencial
quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa (buriti): incentivo a biotecnologia
sustentavel e a bioprospeccado de frutos regionais” esta estruturada em: introducao,
objetivos (gerais e especificos), referencial tedrico e cinco capitulos (Figura 1)
originados de artigos cientificos submetidos a revistas internacionais com ampla divulgacao
na comunidade cientifica, além de pedido de depdsito de registro de patente.

O referencial tedrico aborda os aspectos mais importantes a respeito do papel de
frutas e de seus subprodutos como ponto de partida para a descoberta de novos
ingredientes funcionais e substancias bioativas. Para o primeiro capitulo realizou-se uma
prospeccdo cientifica, a fim de analisar o estado da arte da espécie Mauritia flexuosa,
fornecendo subsidios para estudos posteriores. O segundo capitulo relata a caracterizacédo
fisico-quimica, reologica e morfoldégica de polpa de buriti e seus subprodutos liofilizados,
além da analise do perfil de minerais e acidos graxos dessas partes do fruto em estudo. O
terceiro capitulo complementa o anterior, com a caracterizagdo de compostos bioativos e
dados de bioacessibilidade de fendlicos totais, a fim de simular a digestdo dessas
substancias no trato gastrointestinal (TGI), além disso, foi avaliado por intermédio de testes
in vitro e ex vivo a capacidade antioxidante das amostras. O quarto capitulo demonstra os
efeitos de toxicidade aguda e subaguda, conforme Guidelines for the Testing of
Chemicals (OECD), em amostras em questdo. E por fim, o quinto capitulo exibe a
solicitagdo do depdsito de registro do pedido de patente, entregue no NINTEC — Nucleo de
Tecnologia e Transferéncia de Inovag¢éo da UFPI, o qual seguira para o Instituto Nacional
da Propriedade Industrial (INPI), uma vez que h& uma necessidade crescente da

transferéncia de tecnologia entre universidade e inddstria, com o objetivo de favorecer a
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construcdo de pontes que beneficiem as ligacdes entre os setores econémico e social. Na
sequéncia foram apresentadas as consideracgdes finais obtidas a partir desta tese.

Assim, os resultados da presente tese servirdo como base de pesquisa para estudos
de desenvolvimento de produtos utilizando o buriti como uma matéria-prima renovavel e
contribuiro para o crescimento econémico de comunidades nordestinas que tem como
fonte de sustento a utilizacdo da polpa de buriti, lugares onde a casca e o endocarpo do
fruto ainda sédo residuos com pouco ou nenhum tipo de aproveitamento. Essas subpartes
sdo comumente descartadas ou subutilizadas como racdo para animais, especialmente em

municipios localizados no Estado do Piaui.

Figura 1 - Organograma da tese: Caracterizacdo nutricional, capacidade antioxidante e

toxicidade de Mauritia flexuosa (buriti).
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Realizar estudo de bioprospeccdo abrangendo o preparo da polpa, casca e
endocarpo do fruto de buriti (Mauritia flexuosa) liofilizados na forma de p6, assim como
realizar a caracterizacao fisico-quimica, fitoquimica e antioxidante, bem como analisar a
bioacessibilidade in vitro de compostos fendlicos e a toxicidade in vivo da polpa, casca e

endocarpo do fruto de buriti (Mauritia flexuosa).

2.2 Especificos

- Desenvolver uma prospeccao cientifica e tecnolégica em bases de dados cientificos
sobre 0 uso e as aplicagbes terapéuticas da espécie Mauritia flexuosa e/ou seus
constituintes e derivados;

- Preparar por desidratacdo a frio, amostras de polpa, casca e endocarpo em po do fruto
de buriti, como insumos para a pesquisa

- Realizar a caracterizacgéao fisica, térmica, fisico-quimica e o perfil de minerais e acidos
graxos em amostras de polpa, casca e endocarpo em po liofilizados;

- Realizar o screening de compostos biativos, investigar a bioacessibilidade in vitro e
avaliar a atividade quimiopreventiva in vitro e ex vivo de polpa de buriti e seus
subprodutos;

- Mensurar a toxicidade aguda e subaguda da polpa, casca e endocarpo em animais e
guantificar parametros bioquimicos, hematologicos, comportamentais e histolégicos em
camundongos;

- Elaborar um pedido de registro de depdsito de patente, referente a aplicacdo de
farinhas de epicarpo (casca) de buriti como ingrediente de alimentos funcionais de uso
humano para ser submetido ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) por

meio do Nucleo de Inovacao Tecnoldgica da Universidade Federal do Piaui.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Bioprospecg¢ao com perspectivas para o aproveitamento integral de frutos

A bioprospeccdo € uma das maneiras de se extrair o valor econbémico da
biodiversidade, ndo é algo novo e tem sido definida de vérias formas, pois se trata de um
tépico abrangente e dependendo da area do conhecimento que se aproprie do termo é
conceituada de modo diferente. E “bioprospectar” é realizar uma busca sistematica por
organismos, compostos 0organicos e processos que sejam Uteis para a humanidade, com
potencial econémico e, eventualmente, levar ao desenvolvimento de um produto (IPEA,
2011). Para tanto, ainda sdo muitos os desafios para serem enfrentados como: aprimorar a
legislacdo de acesso e reparticdo dos beneficios gerados, investir em infraestrutura de
pesquisa que gere recursos humanos regionais qualificados, incentivar a participag¢éo legal
do capital privado, combater a apropriacdo ilegal de informacdo e material, além de
pressionar 6rgaos internacionais a regulamentar o patenteamento de produtos advindos da
biodiversidade.

Como o Brasil abriga pelo menos 20% das plantas do planeta, e isto significa amplas
oportunidades econbmicas para o desenvolvimento de novos produtos, sejam eles
alimentos, farmacos e nutracéuticos, é relevante destacar que essas oportunidades vém
acompanhadas também de maior responsabilidade por esse patriménio (REIFSCHNEIDER
et al., 2015), de forma que a utilizagdo econémica aliada as politicas publicas adequadas de
controle € um dos meios mais efetivos para preservacdo da diversidade biolégica brasileira.
Entretanto, os recursos do pais estdo distantes de serem aproveitados para geracao de
renda, menos ainda de maneira ambientalmente favoravel e socialmente justa (FAO, 2015).

Nesse contexto, é valido dizer que apesar de ainda possuir grandes obstaculos, as
pesquisas cientificas promoveram avan¢cos no panorama da bioprospeccdo no Brasil,
incentivando a realizacdo de bioprospec¢cdes como ferramenta na busca pelo
desenvolvimento sustentavel, agregando valor econémico a subprodutos da agroindustria e
gue muitas vezes nado sdo utilizados pela industria de alimentos nem pelo consumidor
(DAMIANI et al., 2011; VERONEZI, JORGE, 2012; BECKER et al., 2014). Ao oferecer a
estes subprodutos um fim mais nobre e de valor comercial, contribui-se para aumentar as
fontes viaveis de matéria-prima, reduz-se os custos operacionais das industrias e aumentam
as possibilidades de desenvolvimento de novos produtos alimenticios, nutracéuticos e
fitoquimicos, ricos em compostos bioativos e de relevante valor nutricional e tecnolégico.

A busca pelo desenvolvimento sustentavel € um grande desafio para muitos paises,

inclusive para o Brasil, pais de grande biodiversidade e com destaque entre os maiores
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produtores de frutas no mundo. Essa produgdo é na maior parte absorvida pelo mercado
interno e dentre as principais frutas produzidas estdo bananas, magas, uvas, meldes e frutas
tropicais, especialmente manga, abacate e abacaxi. Porém, ndo se sabe ao certo, as areas
exatas de cultivo e os volumes de producdo, pois grande parcela da producdo ocorre em
pequenas propriedades para autoconsumo e venda em mercados locais (FAO, 2015).

Na ultima década, maior énfase tem sido dada a producao de produtos organicos. A
assisténcia técnica e medidas de suporte estdo sendo ampliadas e destinadas a agricultores
familiares envolvidos nesse tipo de cultivo (FAO, 2015). A regido Nordeste do Brasil tem
sido grande produtora de frutos. No entanto, o processamento de grande parte desses frutos
€ destinado & producdo de sucos naturais, doces em conservas e extratos de polpas, e
apesar de boa parte do peso dos frutos utilizados para esses fins serem constituidas de
subprodutos como cascas, folhas e sementes, estas partes sdo usualmente consideradas
ndo comestiveis e, portanto, sdo, muitas vezes, descartadas (FERNANDES, 2007),

As acles e pesquisas relacionadas ao aproveitamento de residuos gerados no
processamento de alimentos atuam nas questfes sociais e econémicas do pais, pois 0
aproveitamento integral de frutas e verduras favorece a redugéo da deficiéncia de vitaminas
€ minerais, problemas antigos de saude publica, além de influenciar positivamente em
questdes ambientais, evitando os descartes indevidos que poluem o ambiente (PINCEMAIL
et al.,, 2012; ORSAVOVA et al., 2015). De fato, os estudos na area de bioprospeccao de
produtos naturais e biotecnologia sustentavel devem avancar para melhorar a infraestrutura
tecnolégica brasileira e ampliacdo do acesso da populacdo a servigos e produtos de baixo
custo (PINCEMAIL et al.,2012; OLIVEIRA et al., 2014; ORSAVOVA et al., 2015).

Pesquisas de bioprospeccdo com perspectivas para conhecimento e aplicacdo
tecnolégica de frutos e vegetais de forma integral, por interrmédio da utilizacdo de seus
subprodutos como fonte de produtos terapéuticos, tem sido objeto de ampla aceitacdo e
interesse por parte dos estudiosos da area de saude, desencadeando uma intensa producéo
académica com resultados obtidos em pesquisas ndo clinicas (SOUZA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2014; BECKER et al., 2014; MARIANI et al., 2015) e clinicas (MATTHAN et
al., 2009; SOLA et al., 2010; RANI, PAULRAJ, 2013).

Esta pesquisa, por meio dos seus resultados, fornecerA& embasamento para o
desenvolvimento de estudos de novas formulacdes de alimentos funcionais, assim como a
elaboragéo de nutracéuticos, cosméticos e formas farmacéuticas. Vale destacar que o estilo
de vida moderno atua direta ou indiretamente na salude das pessoas, inserindo novas
necessidades, mudando a rotina e, inclusive, transformando habitos alimentares. Esses

fatores ampliam o espaco de alimentos industrializados na vida dos consumidores, de modo

Caracterizacdo nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccao de frutos regionais



29

que as novas tecnologias e o uso de técnicas como a liofilizacdo, que matenham as
propriedades nutricionais, sabor e aroma do alimento, e ainda prolongue a vida de prateleira

do mesmo, € algo que se busca com grande desempenho em tecnologia de alimentos.

3.2 Liofilizagdo de frutos, verduras e hortalicas

A liofilizacdo é uma técnica de desidratacdo a frio aplicada em alimentos que ganhou
espaco no setor da industria alimenticia desde a época da Segunda Guerra Mundial, e
apesar de sua implantacdo apresentar custo elevado, devido & aquisicdo de equipamentos
caros, os alimentos que passam pelo processo de liofilizacdo mantém os atributos de
gualidade organolépticas e nutricionais que sao benéficos ao consumidor e rentaveis para
as empresas (EVANGELISTA, 2005). Também denominada de criodesidratacdo ou
criosecagem, a liofilizacdo € um processo diferenciado de desidratacdo de produtos, pois
ocorre em condicbes especiais de pressdo e temperatura, possibilitando que a agua
previamente congelada e em estado sélido, passe diretamente para o estado gasoso, pelo
processo de sublimacdo. Este € o principio fundamental deste processo de conservacao
aplicado em produtos alimentares a fim de reduzir as perdas dos componentes volateis ou
termosensiveis (CELESTINO, 2010). Essa técnica é considerada um dos mais nobres
processos de conservacao de produtos bioldégicos como sangue, enzimas e leite humano,
além de ser aplicada a uma variedade de produtos alimenticios, porque retne os dois
métodos mais confiaveis de conservacao, que € a congelacéo e a desidratacéo, isentos de
conservantes e utilizacdo de produtos quimicos (MARTINS et al.,, 2011). Portanto, o
processo de liofilizagdo tem por objetivo estabilizar produtos, a partir da diminuicdo da
atividade de agua (Aw) (Tabela 1), usando uma série de operacbes em que o material €
submetido durante o processamento: congelacdo, sublimacdo, secagem a vacuo e

armazenagem do produto.

Tabela 1 — Teor maximo de umidade para diversos alimentos liofilizados.

Alimento Umidade maxima (%)
Amidos e féculas 13a14
Café soluvel 3
Frutas liofilizadas 5
Frutas secas ou dessecadas 25
Massas alimenticias ou macarrao fresco 30
Massas alimenticias ou macarrdo seco 13
Sopas desidratadas 10

Fonte: Oetterer (2006).
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As vantagens do método de liofilizagdo refletem na qualidade final do alimento
desidratado como na melhor preservacao do acido L-ascoérbico, de antocianinas, do sabor,
da porosidade e de caracteristicas organolépticas (IVANCEVIC, MITROVIC, BRKIC, 2012).
Portanto, os alimentos que passam pelo processo de liofilizagcdo apresentam alta retencéo
das caracteristicas sensoriais e maior qualidade nutricional, ampliando a vida de prateleira
guando corretamente embalados e possibilitando a permanéncia em temperatura ambiente
por serem microbiologicamente seguros (devido a reducéo da Aw). A preservagdo do aroma
dos alimentos ocorre porque 0S compostos aromaticos volateis ndo sao absorvidos pelo
vapor da agua e ficam presos na matriz do alimento durante o processo de liofilizacéo,
sendo possivel uma retencdo de 80 a 100% do aroma do alimento. Além disso, a liofilizag&o
facilita de reduz os custos no transporte de alimentos, devido a leveza do produto final e por
ndo necessitarem de refrigeragdo (EVANGELISTA, 2005; ORDONEZ, 2005).

E fundamental ressaltar que a venda de frutas processadas no mercado nacional e
internacional vem aumentando devido a melhoria na qualidade dos produtos ofertados,
maior procura de produtos prontos para o consumo e o fato de ampliar a preservacédo e a
disponibilidade o ano inteiro de frutas sazonais (SHOFIAN et al., 2011). Além do valor
comercial agregado as frutas, a secagem reduz o desperdicio e as perdas pdés-colheita.
Desse modo, a liofilizacdo € o melhor método de secagem para materiais termosensiveis e
para a obtencdo de produtos desidratados com elevada qualidade e um percentual de
rendimento importante para a industria (Tabela 2) (SERNA-COCK et al., 2015).

As frutas, legumes e hortalicas liofilizadas dao origem a inimeros produtos, alguns
deles de elevado consumo no Brasil como mix para sopas, praticos para viagens e para o
dia a dia; produtos em substituicdo as polpas congeladas; sabores e aromas naturais para
bebidas, em iogurtes, bolos e sorvetes; temperos praticos, corantes naturais, produtos
cosmeéticos e fitoterdpicos, molhos prontos ou semi-prontos, além de aditivos nutricionais
com acdo antioxidante natural (OETTERER, 2006; CELESTINO, 2010; SHOFIAN et al.,
2011; SERNA-COCK et al., 2015).

Ao observar todos esses dados referenciados na literatura cientifica sobre o
processo de liofilizacdo, sugere-se que esta técnica é viavel para aproveitar o excedente da
producdo de frutas, verduras e hortalicas da agroindustria brasileira e disponibilizar para o
mercado consumidor, produtos estaveis e seguros (OETTERER, 2006). De modo que,
executar esse processo em frutos tropicais como o buriti, de forma integral, podera ser uma

forma importante de agregar valor a esse produto regional e seus subprodutos.
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Tabela 2 - Rendimento para produtos desidratados.

Produto Rendimento (%)
Batata desidratada 10
Beterraba desidratada 7,7
Beterraba em p6 7,7
Carne liofilizada 20
Cebolinha desidratada 5
Cenoura desidratada 6
Frango liofilizado 20
Mandioquinha desidratada 20
Milho verde liofilizado 25
Morango liofilizado 5
Palmito liofilizado 6,6
Tomate em pé 5

Fonte: Oetterer (2006).

3.3 O Buritizeiro (Mauritia flexuosa L.)

3.3.1. Aspectos botéanicos, agrondmicos e econdmicos

O buritizeiro € uma palmeira da familia Arecaceae. Pertencem a esta familia,
algumas plantas muito conhecidas, como o coqueiro e a tamareira, abrangendo cerca de
240 géneros e 2.600 espécies distribuidas nas subfamilias Calamoideae, Nypoideae,
Coryphoideae, Ceroxyloideae e Arecoideae, distribuidas pelo mundo, mas concentradas em
regides tropicais e subtropicais (DRANSFIELD et al., 2005).

A Mauritia flexuosa apresenta ampla distribuicdo geogréafica na América do Sul, em
areas alagadas no Nordeste do Brasil (nos limites da Caatinga) e no Cerrado do Brasil
Central, conhecidas por veredas ou buritizais (LORENZI, 2004; CANUDO et al., 2010).
Esses buritizais ocorrem em solos mal drenados (brejosos). Tais brejos sdo compridos e
estreitos (entre 10 e 100m de largura), geralmente com estrutura florestal, que se localizam
ao redor de pequenos cursos d'agua nas areas de nascente, onde o relevo é suave (Figura
1A). O solo é hidromérfico e permanentemente inundado, com elevada acidez e teor de
aluminio, rico em matéria organica e pobre em calcio e fosforo (TONIATO et al., 1998).

Essas palmeiras sdo caracterizadas por serem altas, didicas, quando adultas, com
até 30 m e caule de 20-50 cm de diametro, solitario e liso (Figura 1A) (MARTINS et al.,
2010). Os frutos (Figura 1B) s&o castanho-avermelhados, oblongoglobosos, medindo entre
4-5 cm e possuem 0 epicarpo ou casca, que sdo escamas sobrepostas de cerca de 6 mm
(Figura 1C), mesocarpo carnoso (Figura 1C), além de endocarpo (Figura 1D), que possui
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baixa densidade e grande quantidade de fibras. As sementes (ou endosperma) do fruto
(Figura 1D) séo revestidas pelo endocarpo e podem ser classificadas como recalcitrantes,
em virtude de sua dureza. Elas ocupam a maior parte do volume do fruto, com 4,86 g de
massa e 57% de umidade (LORENZI et al., 2004; MARTINS et al., 2010).

Figura 1 - Buritizeiro e frutos de buriti (Mauritia flexuosa L.).

7 ’ v
W B : 4

(A) Arvore adulta da espécie Mauritia flexuosa L. (buritizeiro), (B) Fruto inteiro da Mauritia flexuosa L.
(C) Mesocarpo (seta azul) e epicarpo da Mauritia flexuosa e (D) Endocarpo (seta amarela) e semente
(seta azul) da Mauritia flexuosa L. Fonte: Arquivo pessoal.

A emergéncia das plantulas dessa palmeira ocorre entre trés e quatro meses apos a
semeadura. Essas plantulas apresentam crescimento lento e a producdo dos frutos pode
levar entre sete a oito anos (STORTI, 1993). No Brasil Central, a floracdo se estende de
novembro a abril e a polinizacéo é feita por abelhas do género Trigona, principais visitantes
das flores pistiladas e estaminadas. A producédo de frutos é plurianual e os primeiros frutos
comecam a se desenvolver em fevereiro e permanecem em crescimento por pelo menos
oito meses, assim, em outubro comeca a dispersao dos frutos, que s6 termina em julho do
ano seguinte (HORN, GILMORE, ENDRESS, 2012; SAMPAIO, 2012b).
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O buriti destaca-se pelo uso de suas folhas para a cobertura de habitagfes risticas e
para confeccdo de utensilios, tecidos, cordas, redes, chapéus, bolsas e artesanato
(SAMPAIO et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2010; MARTINS,
et al., 2010; MARTINS et al., 2011). Inimeros produtos Uteis do buritizeiro sdo aproveitados
pelas populactes locais do Brasil, tanto para sua alimentagdo como para sustento em
atividades de importancia econémica e cultural (LORENZI, 1992; LORENZI et al., 2004).
Entretanto, vale ressaltar que a demanda por frutos de buriti no Brasil ainda é pequena.
Mesmo em regibes com presenca marcante de buritizais, o consumo ainda é concentrado
regionalmente, apesar do crescente e relevante potencial econdmico desse fruto. Percebe-
se que em algumas regibes com cultivo elevado do fruto, o principal mercado para
subprodutos do buritizeiro é a venda do suco, feita com a polpa acrescida de agua em
guantidades variadas. A polpa in natura é altamente perecivel, e muitos produtores extraem
o0 Oleo dessa parte do fruto ou vendem a mesma apds processo de secagem artesanal, com
o propdsito de ampliar o tempo de comercializacdo e melhorar a lucratividade (BARBOSA et
al., 2009; SAMPAIO, 2012b).

O valor econémico da comercializacdo dos produtos de buriti esta entre as principais
fontes de renda para muitas familias, junto com a criagdo de gado e cultivo de alimentos
para consumo proprio (BARBOSA et al.,, 2009; SAMPAIO et al., 2012a). Portanto, é
importante observar que a forma de exploragdo atual do buriti € o extrativismo e ainda nédo
sdo conhecidos plantios comerciais desse fruto, apesar de toda a sua potencialidade
econdmica. Praticamente ndo ha trabalhos que contabilizem a importancia que o
extrativismo desempenha na formacao econdmica social do Cerrado (MARTINS et al., 2010;
HADA et al., 2011). Adicionalmente, vale dizer que ha uma diversidade de formas para
utilizacdo da palmeira do buriti, tanto na alimentacgéo (fruto) quanto na economia doméstica
em uma comunidade (MORAES, GUTJAHR, 2009; SAMPAIO, 2012a) e em virtude da falta
de conhecimento e orientacdo adequada, o homem né&o aproveita de forma satisfatoria e

sustentavel os beneficios que a natureza lhe proporciona.
3.3.2. Aspectos nutricionais e farmacolégicos

Em pesquisas atuais, o buriti possui promissores resultados nutricionais e
farmacologicos (ZANATTA et al.,, 2010; CORDEIRO et al., 2015; AQUINO et al., 2015;
MILANEZ et al., 2016; SILVA et al., 2016), além de esta inserido na categoria de alimento
funcional pela sua composi¢do nutricional, pois apresenta elevado contetddo de nutrientes

como carotendides, vitamina A, C e E, compostos fendlicos, acidos graxos essenciais e
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fibras alimentares (CASE et al., 2007, MANHAES, SABAA-SRUR, 2011; AQUINO et al.,
2012; SIQUEIRA et al., 2014; AQUINO et al., 2015; MILANEZ et al., 2016).

De acordo com a Resolugdo n® 19/1999 da ANVISA, a alegacdo de propriedade
funcional em um alimento, é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiolégico que um
determinado nutriente ou ndo nutriente tem em relagcdo ao crescimento, desenvolvimento,
manutencao e demais funcdes normais do organismo humano (BRASIL, 2016). Além disso,
o International Life Sciences Institute of North America (1995) definiu alimento funcional
como aquele que, em virtude de ter componentes alimentares bioativos, sdo capazes de
promover mais beneficios a salde, além da nutrigdo bésica.

A evolucdo da Ciéncia da Nutricdo permitiu que muito mais se saiba atualmente
sobre a acdo de cada nutriente no organismo (COZZOLINO, 2012) e diante das
possibilidades de uso do fruto de buriti como alimento funcional ou como um nutracéutico,
devido suas diversas atividades farmacoldgicas ja identificadas (AQUINO et al., 2012;
KOOLER et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2014; AQUINO et al., 2015), vale aqui descrever a
diferenca entre um alimento funcional e um nutracéutico. Segundo Zeisel (1999),
nutracéuticos sdo suplementos alimentares que contém a forma concentrada de um
composto bioativo isolado do alimento, portanto, é apresentado separadamente da matriz
alimentar e utilizado com a finalidade de melhorar a satde, em doses que excedem o obtido
em alimentos.

O papel da dieta vem sendo avaliado em estudos clinicos e epidemiolégicos e ja foi
estabelecido que a quantidade e o tipo de gordura alimentar (qualidade) exercem influéncia
sobre fatores de risco cardiovasculares e processos inflamatérios (SNODGRESS et al.,
2013; IGBAL, 2014). O excelente valor nutricional do 6leo de buriti € confirmado por
pesquisas que investigam sua relevancia e carcteristicas nutricionais (MANHAES, 2007;
DARNET et al.,, 2011; AQUINO et al.,, 2012; AQUINO et al., 2015; SILVA et al., 2016).
Portanto, do 6leo extraido desse fruto, é possivel produzir dois tipos de acidos graxos,
amplamente usados em inddstrias quimicas e alimenticias. Da polpa dos frutos é extraido o
acido oléico e das sementes, obtém-se o &cido laurico. Baseado em estimativas de
Cymerys, Fernandes e Rigamonte-Azevedo (2005), com uma quantidade de 150 plantas
fémeas por hectare, o buriti pode produzir até 3,6 toneladas/hectare de 6leos oléicos,
quantidade superior a producdo dos Oleos frequentemente utilizado no pais como soja,
girassol e amendoim.

De modo complementar, € possivel observar que a propor¢cdo de &cidos graxos
insaturados identificados na polpa do buriti € semelhante aos encontrados no azeite de oliva
e amendoim (DARNET et al., 2012; ORSAVOVA et al., 2015; JANG et al., 2015). O Azeite
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de oliva e de amendoim sédo considerados de excelente valor nutricional pela associagédo
com a reducgdo do risco de doencas cardiovasculares (DCV) e, atualmente, produtos de
grande procura pelo consumidor preocupado com a alimentacao saudavel (NOWAK et al.,
2016).

Em relacdo aos aspectos farmacoldgicos pesquisados até o momento sobre o fruto
de M. flexuosa, vale destacar que todas as propriedades farmacoldgicas desse fruto e de
partes da palmeira, como folhas e raizes, foram detalhadas no artigo de revisédo descrito no
Capitulo 1 da presente Tese. Para o referencial tedrico, foi realizado levantamento das
principais substancias bioativas e as propriedades farmacolégicas ja identificadas na polpa
do fruto (Tabela 3).

Tabela 3 - Principais substancias bioativas e propriedades farmacolégicas de polpa de buiriti.

Substancias bioativas Uso Referéncias
etnofarmacolégico

Carotenoides e tocoferdis  Anti-hipovitaminose A Medeiros et al (2015)

Antibacteriana Rufino et al (2010)
Ant-iinflamatéria Candido, Silva, Agostini-Costa (2015)
Antioxidante Zanatta et al (2010)
Antitumoral Aquino et al (2012)
Acéo fotoprotetora

Acidos graxos Cicatrizante Batista et al (2012)
Antibacteriana Siqueira et al (2014)
Antioxidante Aquino et al (2015)
Antitumoral Case et al (2007)
Hipolipemiante Darnet et al (2011)

Acido protocatecuico Antioxidante Bataglion et al (2014)

Hipoglicemiante
Anti-inflamatoria

Acido mauritico * Citotoxicidade Koolen et al (2013)
Anti-inflamatéria Bataglion et al (2014)
Flavonoides Antimicrobiana

Antioxidante

Fonte: Autoria propria.
*Substancia extraida da raiz da M. flexuosa.

3.3.3 Aspectos Toxicolégicos

Os frutos e demais produtos de origem vegetal ndo séo indécuos ou isentos de
toxicidade pelo simples fato de serem naturais e também ndo séo desprovidos de riscos
apenas por serem usados como alimentos, fitoterapicos ou nutracéuticos. No Brasil e no
mundo, tem crescido o interesse cientifico por produtos naturais, e em muitos paises em
desenvolvimento, tem sido comumente utilizado a medicina alternativa e o uso de

fitoterdpicos, por ser um tipo tratamento mais acessivel e de baixo custo. Entretanto,
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pesquisas devem ser realizadas para determinar a eficacia e toxicidade desses produtos
empregados na medicina popular (BRAZ FILHO, 2010).

E importante considerar que efeitos toxicoldgicos eventualmente poderdo existir,
mesmo considerando que esses compostos estdo naturalmente presentes nos alimentos,
especialmente com o uso de suplementos e em formulacdes nutracéuticas, onde a utilizacédo
de doses estd normalmente acima das encontradas na matriz alimentar, com possibilidade
de causar algum efeito adverso ndo conhecido. Portanto, todos os efeitos toxicolégicos
deverdo ser pesquisados em ensaios nao clinicos e clinicos bem conduzidos, para que haja
uma prescricdo segura de produtos naturais e sua eficacia possa reduzir o risco de doencgas,
além de minimizar efeitos colaterais comumente existentes no tratamento convencional.

Ao se recomendar a utilizacdo de um alimento com uma finalidade especifica para a
saude e a populagdo em geral ndo observar nenhum sinal de eficacia, estaremos pondo em
risco toda a credibilidade da Ciéncia da Nutricdo que promete muito no futuro e que,
certamente, podera contribuir para a promocdo da saude e melhoramento dos indices de
desenvolvimento do pais (COZZOLINO, 2012). Nesse contexto, ap0s extensa pesquisa
bibliografica, ndo foram localizados artigos cientificos sobre a toxicidade de polpa, casca
e/ou endocarpo do fruto de M. flexuosa, sugerindo que este € um campo inexplorado e
importante para pesquisas na busca do conhecimento sobre o fruto e seus derivados.

Como parte do presente estudo, analisou-se também a toxicidade in vitro e in vivo do
fruto e de seus derivados em ensaios biolégicos envolvendo células e mamiferos de
laboratério, além de métodos mais rapidos e simples, como o bioensaio com o
microcrustaceo Artemia salina. E muito comum o uso de A. salina L. para avaliacdo de
citotoxicidade em estudos de extratos de plantas indicadas pela medicina popular, seja para
as concentragdes usuais como para 0 monitoramento dos fracionamentos cromatograficos
de estudos fitoquimicos (LACERDA et al.,, 2011). Porém, este é um teste que considera
apenas o padrdo de mortalidade aguda e em estudos mais detalhados para avaliacdo da
toxicidade em extratos de produtos naturais bioativos como na presente Tese, fez-se
necessario empregar outros modelos in vivo para avaliacdo de toxicidade aguda e

subaguda.

3.4 Acao antioxidante de compostos bioativos

A partir da elucidacdo dos efeitos nocivos do excesso de radicais livres no organismo
humano, ganhou destaque nos ultimos anos, pesquisas envolvendo produtos naturais com a
presenca de compostos biotivos (CBs) que possuem potencial antioxidante (FARBSTEIN et
al., 2010; EFRAIM et al., 2011; ZHANG et al., 2016; WEIGLA et al., 2016; DJENANE et al.,
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2016). Esses antioxidantes neutralizam os radicais livres, porém ao ocorrer qualquer
desequilibrio entre a producdo e a remocédo destes radicais pelas defesas antioxidantes,
surgem alteracdes funcionais que estdo associadas ao desenvolvimento de diversas
doencas crbnicas ndo transmissiveis - DCNT (PANZIERA et al., 2011; CAROCHO et al.,
2013) (Figura 2).

Figura 2 - Protec&o contra o dano oxidativo da membrana, mediada pela dieta.
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Fonte: Autoria préria.

Além da linha priméria de defesa antioxidante, realizada pelas enzimas superdxido-
dismutases, peroxidases, catalases e glutationas-peroxidases, inimeras substancias
presentes na dieta agem como antioxidantes, que possuem como mecanismos de acdo
mais comuns, observados in vitro, a transferéncia de hidrogénio, doacdo de elétrons e
quelacdo de metais (MOON, SHIBAMOTO., 2009; SRDIC-RAJIC, KONIC RISTIC., 2016;
AGIL et al., 2016). Essas substancias antioxidantes exégenas podem ser de origem natural
ou sintética, entretanto, nessa tese ressaltaremos a importancia dos antioxidantes naturais,
que sdo aqueles encontrados em frutos, vegetais, legumes, especiarias e chas, além de
raizes, folhas, caules, folhas ou mesmo em sementes de frutos. O consumo de
antioxidantes associado a uma dieta equilibrada contribui para a promocado de defesas
contra o ataque de radicais livres, com consequentes propriedades benéficas a saude

humana (PANZIERA et al., 2011; AGIL et al., 2016).
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Vale lembrar ainda que os antioxidantes de origem natural séo ricos em substancias
fitoguimicas, conhecidos como compostos bioativos, que variam bastante conforme
estrutura quimica e as funcdes bioldgicas, dentre estes, tem-se os compostos fendlicos,
carotenoides, flavonoides, taninos e esteréis vegetais, que apesar das diferencas
estruturais, possuem caracteristicas comuns: sdo substancias organicas, geralmente de
baixo peso molecular, ndo sintetizadas pelo organismo humano, mas que oferecem agéo
protetora quando presentes na dieta em quantidades significativas (TIAN et al., 2016).

E importante frisar que em nosso pais, uma grande quantidade de residuos de
biomassa de plantas € produzida anualmente como subprodutos das industrias
agroalimentares; e esses residuos sdo fontes atraentes de antioxidantes naturais, em
virtude da elevada concentracdo de compostos fendlicos presentes em cascas, peles
(endocarpo) e sementes, 0 que suporta a utilizacdo destes como uma fonte de antioxidantes
naturais, especialmente pelas propriedades fisiolégicas que possuem (BALASUNDRAN et
al., 2006; COSTA et al.,, 2013). Porém, o Brasil ainda possui um potencial agricola
subaproveitado e uma diversidade de cultivares e de espécies de frutas, legumes e verduras
pouco investigados e que potencialmente, a partir da inclusdo alimentar desses produtos na
alimentacdo humana, seria possivel reduzir o desperdicio e os fatores de risco para o
desenvolvimento de DCNT (KE et al., 2013; LEAO et al., 2016; JIANGA, XIONGA., 2016).

Assim, a utilizacdo integral e de forma sustentavel dos subprodutos da industria
alimenticia, podera contribuir para a reducdo da oferta de alimentos industrializados com
antioxidantes sintéticos e ampliacdo do uso de antioxidantes naturais (ZHANG et al., 2016).
No entanto, é necessario formacao de parcerias para sustentabilidade e a efetividade das
acOes, além de uma integracdo de esforcos entre politicas publicas, instituicdes publicas,
privadas e organizagdes intersetoriais, com abrangéncia em setores da ciéncia e tecnologia

e nos setores de producdo e locais de acesso e distribuicdo do alimento para consumo.
3.4.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos/polifenois sdo uma classe de compostos bioativos
amplamente distribuidos na natureza, representando um numeroso grupo de moléculas
bioativas encontrados em alimentos de origem vegetal. Essas substancias exercem funcéo
de fotoprotecdo, defesa contra microrganismos e insetos, e assim como S8o responsaveis
pela pigmentagdo e pelas caracteristicas sensoriais dos alimentos (MANACH et al., 2004;
MURKOVIC, 2016), apresentam capacidade antioxidante, antibacteriana, antinflamatéria,
além de atuarem favoravelmente no sistema imune (CANDRAWINATA et al., 2013;
SIQUEIRA et al., 2014; CERIELLO et al., 2016).
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E por isso que estudos sobre polifendis tém aumentado exponencialmente ao longo
das ultimas duas décadas (LANDETE, 2012; SIQUEIRA et al., 2014; CERIELLO et al., 2016;
TIAN et al., 2016), principalmente devido a associa¢do entre o consumo destas substancias
e 0s numerosos beneficios a saude. Essa relacdo atrai a atencédo de pesquisadores, assim
como de industrias farmacéuticas e alimenticias, que ampliam os esforgos para desenvolver
novos produtos ricos em um ou mais desses compostos bioativos, conhecidos como
funcionais (BRASIL, 2016).

A classificacdo dos polifendis ocorre conforme ndmero de anéis de fenol e maneira
pela qual esses anéis ligam-se uns aos outros. S&@o classificados em &cidos fendlicos,
flavonoides (flavonois, antocianinas e catequinas), lignanas, taninos hidrolisaveis e
condensados (proantocinidinas) e estilbenos (resveratrol) (Figura 3). Estes compostos
possuem importantes efeitos farmacolégicos, devido a capacidade antioxidante ou pro-
oxidante (KATAJA-TUOMOLA et al., 2010; MOHAMED et al., 2014; DJENANE et al., 2016,
MURKOVIC, 2016), porém, a estrutura quimica dos fendlicos é crucial para a acdo de seus
efeitos bioldgicos, pois a atividade antioxidante depende do niumero e da posicdo de grupos
hidroxila em relacdo ao grupo carboxilo funcional (BALASUNDRAN et al, 2006;
ABOURASHED, 2013; KE et al., 2013; WEIGLA et al., 2016).

Figura 3 - Compostos bioativos encontrados em produtos de origem vegetal.
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Fonte: Autoria propria.
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Para quantificacdo dos compostos fendlicos em produtos de origem vegetal sdo
utilizadas varias técnicas, como 0os métodos calorimétricos e a cromatografia gasosa (CG)
ou cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (LC-CG).
Outro aspecto relevante é que o conteado de compostos fendlicos em produtos de origem
vegetal varia com a espécie, variedade, parte avaliada, condi¢gfes fisiol6gicas, solo, clima e
praticas agricolas (BOYER, LIU, 2004; PINCEMAIL et al.,, 2011; CARBONE et al., 2011,
CANDRAWINATA et al., 2013). Além disso, um dos principais temas a respeito dos efeitos
benéficos dos polifendis é a sua biodisponibilidade e destino metabdlico.

Nessa tese foi possivel realizar uma investigacdo sobre a bioacessibilidade de
compostos fendlicos de matrizes sélidas, analise muito importante, uma vez que apenas 0s
compostos livres da matriz do alimento e/ou absorvidos no intestino delgado ficam
biodisponiveis e em condicdo de serem utilizados em funcdes fisiolégicas do corpo
(MURKOQVIC., 2016; JIANGA, XIONGA, 2016). Por este motivo, esta pesquisa pretende
fornecer subsidios a respeito de bioprodutos com acdo antioxidante e potencialmente
bioacessiveis, por meio de testes pré-clinicos e simulagdo in vitro, e de maneira
aprofundada, contribuir para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e aplicagédo
biotecnoldgica de produtos antes subutilizados. Assim, é primordial relatar sobre a
importancia dos demais antioxidantes naturais em P&D, assim como compreender conceitos

e importancia de bioacessibidade e biodisponibilidade desses nutrientes bioativos.

3.4.2 Flavonoides

O cientista hungaro Albert Szent-Gyorgyi isolou no ano de 1930, uma nova
substancia quimica proveniente de laranjas e esta descoberta garantiu a ele, um prémio
Nobel. Inicialmente, essa substancia ficou conhecida como vitamina P, e mais tarde foi
verificado que de fato se tratava de um flavonoide, a rutina (Figura 4) (GHIASI et al., 2010).

Atualmente, é conhecido que dentre a classe dos fendis, existe uma subclasse que
representa o grupo mais importante e diversificado, os flavonoides, compostos polifenélicos
biossintetizados, responsaveis pela pigmentagdo das plantas, pela fungdo de capturar
radicais livres, ligar-se a ions metalicos e atuar como agente bloqueador e supressor no
organismo humano, tendo como principal caracteristica a prevencao contra DCV, neoplasias
e doencas neurodegenerativas (SRDIC-RAJIC; KONIC RISTIC, 2016).
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Figura 4 - Estrutura quimica da rutina, primeiro flavonoide identificado em 1930.

OH OH OH

OH

Fonte: Adaptado de GHIASI et al., 2010

Os flavonoides apresentam uma estrutura comum caracterizada por dois anéis
aromaticos (denominados anel A e B) unidos por um anel heterociclico que contém um
atomo de oxigénio (anel C) (Figura 5). Neste grupo dos flavonoides existe ainda outra
subdivisdo onde se encontram: as isoflavonas, flavonas, flavononas, antocianinas, flavonols
e flavondis, com outras subdivisdes a partir destas (GHIASI et al., 2010; PAREDES-LOPEZ
et al., 2010).

Figura 5 - Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de GHIASI et al., 2010

Desde a primeira descoberta, os flavonoides sdo destaque em pesquisas cientificas,
em virtude da quantidade de acbes biolégicas e terapéuticas demonstradas tanto em
condicbes experimentais como em seres humanos (HOLLMAN et al., 2011; BOUAYED,
2011; MURKOVIC, 2016). Atualmente, muitos flavonoides sédo agentes quimiopreventivos,

pela sua capacidade de induzir a apoptose das células tumorais, inibir a proliferacao celular
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e impedir a invasdo de angiogénese e tumores (HOLLMAN et al., 2011; SIQUEIRA et al.,
2014).

A classe dos flavonoides tém sido atribuidas diversas atividades bioldgicas, como
atividade antioxidante e anti-inflamatoria, tendo nestes casos forte relagdo estrutura-
atividade (COUTINHO et al., 2009). A relacdo entre estrutura quimica das moléculas
presentes em extratos de produtos naturais e a atividade antioxidante apresentada deve ser
considerada, pois a atividade antioxidante pode ter uma relacdo com a concentracdo das
substancias fendlicas e/ou uma relacdo qualitativa relacionada a estrutura quimica de
derivados fendlicos, onde o niumero de hidroxilas livres presentes nessas moléculas é uma
caracteristica importante para doar H e potencializar tal atividade (OLIVEIRA et al., 2013;
MURKOVIC, 2016). Foi encontrado alguns flavonoides em extrato da polpa de M. flexuosa
(buriti) incluindo a (+)-catequina, (-)-epicatequina e luteolina, como as mais abundantes
(BATAGLION et al.,, 2014). Nas folhas da M. flexuosa pode-se caracterizar 6 diferentes
flavonoides com potencial antioxidante: tricina-7-O-rutinosideo, isoschaftosideo, nicotiflorina,

rutina, orientina e isoorientina (OLIVEIRA et al., 2013).

3.4.3 Carotenoides

Os carotenoides constituem um dos mais importantes grupos de pigmentos naturais,
pela larga distribuicdo, diversidade estrutural e inumeras fungBes bioldgicas. Sao
responsaveis pelas cores laranja, amarela e vermelha das frutas, hortalicas, flores, algas,
bactérias, fungos, leveduras e animais (MANACH et al., 2004). O buriti apresenta elevado
conteado de carotenoides com uma variagdo no teor desses compostos entre regides,
relacionada a condi¢des climaticas como diferencas de temperaturas, umidade e densidade
da vegetacdo (ROSSO, MERCADANTE, 2007)

Os resultados na determinagédo de carotenoides totais por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) demonstram que o buriti € uma excelente fonte desse composto
(44600 pg/100g), destes 70% séo de B-caroteno, 12% de a-caroteno e 1,6% de luteina,
estando acima dos teores normalmente encontrados em cenoura, uma fonte muito
conhecida e aceita pelos consumidores, tais dados justificam a utilizacdo do fruto de buriti
no combate a hipovitaminose A (LIMA, 2009; AQUINO et al.,, 2015). Outros autores
caracterizaram por HPLC carotenoides como: cis-Y-caroteno; trans-vY-caroteno; cis-o-
caroteno; a-caroteno; todo-trans-B-caroteno; 9-cis-B-caroteno (CANDIDO et al., 2015;
SANTOS, ALVES, ROCA, 2015).
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3.5 Bioacessibilidade e biodisponibilidade

A bioacessibilidade é definida como a quantidade de cada composto ingerido que
fica disponivel para absorcdo no intestino apds digestdo. Entretanto, o termo
biodisponibilidade é muito utilizado numa visdo mais ampla contemplando a quantidade
disponivel no local de acao, ja envolvendo a fracdo assimilada pelas células (COZZOLINO,
2007; PALAFOX-CARLOS et al., 2011; GIAO et al., 2011).

Muitas técnicas tém sido propostas para a quantificacdo da biodisponibilidade dos
compostos veiculados pela alimentagcdo. Os métodos mais confidveis para estudos de
biodisponibilidade consistem em medidas de absorcéo in vivo em seres humanos utilizando
técnicas de marcacdo (WHO, 2011). Os ensaios in vivo ou de interven¢do em humanos séo,
contudo, demorados, caros e complexos, além de produzirem resultados variaveis (TOAIARI
et al., 2005; TAKO et al., 2009, 2011; SUAREZ et al., 2011; TAKO et al., 2013).

Atualmente sdo os métodos in vitro que estdo amplamente utilizados, uma vez que
sdo mais rapidos e nao possuem as restricbes éticas dos métodos in vivo (HOLLMAN et al.,
2011; BOUAYED et al., 2011; LIMA et al.,, 2014). Estes métodos in vitro consistem em
simular os processos de digestdo e absor¢cdo, quando se trata de biodisponibilidade, ou
apenas simular o processo de digestdo, quando se deseja avaliar a bioacessibilidade. A
resposta medida sera a concentracdo de um nutriente em algum tipo de extrato final,
permitindo desta forma estudar as mudangas que ocorrem nos componentes da dieta
durante a digestdo gastrica e intestinal, e alguns dos fatores que afetam a sua
disponibilidade (PARADA, AGUILERA, 2007; BOUAYED et al., 2011; BRIONES-LABARCA
et al., 2011).

A determinagcdo da bioacessibilidade dos compostos bioativos constitui um passo
importante para a verificagdo da manutencdo das propriedades bioativas verificadas in vitro
para a realidade in vivo. Com efeito, os compostos bioacessiveis presentes num
determinado alimento podem diferir quantitativa e qualitativamente dos extraidos com
métodos quimicos. E assim, 0s compostos bioativos bioacessiveis ndo sdo necessariamente
agueles que se encontram presentes em maior concentracdo nos alimentos
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010; LIMA et al., 2014).

Estudos identificaram que os compostos fendlicos com a maior atividade antioxidante
a pH acido ndo sdo necessariamente aqueles com a atividade antioxidante mais elevada, a
pH neutro ou ligeiramente alcalino (TOAIARI et al., 2005; BOUAYED et al., 2011). Estudos
tém realcado a fraca biodisponibilidade de varios grupos de compostos fendlicos refletida
pela sua baixa concentracdo plasmética. Com efeito, mesmo quando ingeridos em
guantidades relevantes na dieta, as concentracdes plasmaticas dos antioxidantes, apoés
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ingestao normal, raramente ultrapassam os nanomolares (PALAFOX-CARLOS et al., 2011).
Pois, a biodisponibilidade destes CBAs depende de uma variedade de fatores fisioldgicos,
assim, para avaliar o significado biol6gico dos CBAs sobre a saude humana é necessario
conhecer ndo s6 os niveis de ingestdo, mas também a quantidade biodisponivel e
bioacessivel (LIMA et al., 2014). Somente os CBAs solubilizados a partir da matriz do
alimento e que ndo sdo destruidos durante a digestdo gastrointestinal sdo realmente
bioacessiveis e, por conseguinte, potencialmente biodisponiveis (TAGLIAZUCCHI et al.,
2010; COSTA et al., 2013).

Durante a digestao gastrointestinal de CBAs, como os polifendis, eles podem
interagir com outros componentes alimentares e serem ainda mais degradados
(antocianinas no intestino delgado), ou podem ser metabolizados, por exemplo, por
hidrélise. Essas mudancas estruturais podem afetar tanto a sua posterior absor¢do como a
bioatividade das substancias (BOUAYED et al., 2011; MURKOVIC, 2016). Além disso, mais
efeitos indiretos da dieta em varios parametros da fisiologia do intestino como pH,
fermentacgéo intestinal, excrecédo biliar e tempo de transito podem influenciar na absorcéo
desses compostos. As enzimas transportadoras envolvidas na absorgdo e metabolismo dos
polifendis também podem ser induzidas ou inibidas pela presenca de alguns micronutrientes
ou xenobitticos (MANACH et al., 2004).

Avaliados em conjunto, esses fatores explicam as grandes variagbes inter e
intraindividuais relativas a biodisponibilidade de CBAs, que podem variar de 0% a 100% a
partir da dose que foi ingerida. Assim, entende-se que bioacessibilidade constitui um pré-
requisito para a biodisponibilidade, definida como a quantidade da substéncia que é
potencialmente absorvivel (TAKO et al., 2009; CILLA et al., 2011). Dependendo dos fatores
citados anteriormente, a pouca bioacessibilidade limitara a biodisponibilidade. Por exemplo,
0s minerais devem estar presentes no lumen intestinal na forma sollvel para serem
absorvidos. A formacéo de sais insolaveis, como quelatos com &cido fitico e oxalico, entre
outros, reduz sua solubilidade e, portanto, sua biodisponibilidade (MANACH et al., 2004).
Dessa forma, a atribuicdo de atividade antioxidante biologica, detectada in vitro, a
compostos isolados e identificados de um extrato ndo € facil, pois varios fatores devem ser
avaliados (HAN et al., 2007; BASTOS, ROGERO, AREAS, 2009; GIAO et al., 2011).

Considerando o exposto sobre o tema, € importante destacar que embora o alimento
nao seja postulado como medicamento, acredita-se que o0 uso continuado de alimentos ricos
em CBAs aliado a habitos de vida saudaveis possui agdo positiva na redugéo do estresse
oxidativo e sobre o risco de desenvolvimento de doencgas crbnico nao-transmissiveis.

Entretanto, apesar do grande avanco no conhecimento relativo a relacdo entre dieta e
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reducéo do risco de DCNT (SOLA et al., 2010; CATTANI, BARUQUI-RAMOS, 2016), ainda
nao se conhecem exatamente os mecanismos pelos quais os CBAs atuam nesse sentido.
Sao necessdérias pesquisas que identifiquem marcadores para essas substancias e técnicas

analiticas que permitam a sua quantificacao.
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CAPITULO 1

Perfil fitoquimico, propriedades nutricionais e atividades
farmacoldgicas da Mauritia flexuosa

Phytochemistry Profile, Nutritional Properties and Pharmacological

Activities of Mauritia flexuosa
Artigo publicado B2: Journal of Food Science
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Perfil fitoquimico, propriedades nutricionais e atividades farmacol6gicas da Mauritia

flexuosa

Resumo

Mauritia flexuosa L. (Arecaceae) é uma palmeira que produz um fruto conhecido
popurlamente como “buriti” e pertence a categoria de alimento funcional. Este trabalho
revisou o perfil fitoquimico, as atividades nutricionais e farmacoldgicas da M. flexuosa. Para
tanto, foi realizada uma pesquisa bibliografica de 1999 até o ano de 2016 em bases de
dados cientificas ScienceDirect, Scopus, PubMed, Web of Science e Google scholar. Esses
artigos foram selecionados seguindo critérios de inclusdo: resumo e texto completo
mostrando atividades biolégicas ou caracterizacdo fisico-quimica de M. flexuosa ou seus
frutos. Os dados em duplicidade foram excluidos. Os termos "buriti" e o0 nome cientifico da
espécie “Mauritia flexuosa” foram utilizados como descritores para a pesquisa cientifica.
Apbs o delineamento da pesquisa e exclusdo de artigos em duplicidade e n&o relacionados
ao objetivo da pesquisa, foram selecionados 68 artigos para o desenvolvimento dessa
revisao sistematica, além de outros artigos necessarios para a discussao cientifica. Como
resultados, observou-se que 0s principais compostos bioativos encontrados no fruto foram
carotenoides, tocoferdis, acido ascorbico, compostos fendlicos, fibras, fitosterdis e acidos
graxos mono e polinsaturados. Esses compostos foram relacionados principalmente com
atividade antioxidante, hipolipemiante, fotoprotetora, antiagregante, antitrombdtica, anti-
inflamatéria, hipoglicemiante, antimicrobiana e antitumoral. Além disso, alguns compostos
presentes no fruto buriti e suas propriedades foram testados in vitro e in vivo e mostrou
excelentes possibilidades de aplicacdes em biotecnologia, especialmente para extragdo de
fibras, polissacarideos, pigmentos antioxidantes e 6leo. Portanto, a fruta buriti apresenta
grande relevancia para o desenvolvimento de novos produtos na &area de alimentos e
indastria quimica, entretanto, esta fruta ainda é subexplorada e tem necessidade de
expandir sua cadeia produtiva para incentivar o seu consumo e utilizagéo.

Palavras-chave: Compostos bioativos, Cerrado brasileiro, buriti, potencial funcional
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Phytochemistry Profile, Nutritional Properties and Pharmacological Activities

of Mauritia flexuosa

ABSTRACT

Mauritia flexuosa L. (Arecaceae) is a palm tree that produces a fruit known popurlamente as
"buriti" and belongs to the category of functional food. This work reviewed the phytochemical
profile, nutritional and pharmacological activities of M. flexuosa. To do so, a bibliographical
research was carried out from 1999 to 2016 in scientific databases ScienceDirect, Scopus,
PubMed, Web of Science and Google scholar. These articles were selected following
inclusion criteria: abstract and full text showing biological activities or physical-chemical
characterization of M. flexuosa or its fruits. Duplicate data were excluded. The terms "buriti"
and the scientific name of the species "Mauritia flexuosa" were used as descriptors for
scientific research. After the delineation of the research and exclusion of articles in duplicate
and not related to the objective of the research, 68 articles were selected for the
development of this systematic review, besides other articles necessary for the scientific
discussion. As results, it was observed that the main bioactive compounds found in the fruit
were carotenoids, tocopherols, ascorbic acid, phenolic compounds, fibers, phytosterols and
mono and polyunsaturated fatty acids. These compounds were mainly related to antioxidant,
lipid-lowering,  photoprotective, anti-aggregating, antithrombotic, anti-inflammatory,
hypoglycemic, antimicrobial and antitumor activities. In addition, some compounds present in
the fruit buriti and its properties were tested in vitro and in vivo and showed excellent
possibilities of applications in biotechnology, especially for extraction of fibers,
polysaccharides, antioxidant pigments and oil. Therefore, the fruit buriti has great relevance
for the development of new products in the area of food and chemical industry, however, this
fruit is still underexploited and needs to expand its production chain to encourage its
consumption and use.

Key words: Bioactive compounds, Brazilian Cerrado, buriti, functional potential
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um grande numero de espécies de frutas nativas e exoticas
subexploradas com potencial interesse para a agroinddstria e uma possivel fonte de renda
para comunidades locais. O consumo de frutas tropicais estd aumentando nos mercados
nacionais e internacionais devido ao crescente reconhecimento de seus efeitos nutricionais
e benéficos para a salide (RUFINO et al., 2010). Varios estudos epidemiolégicos mostraram
gue o habito de consumir frutas esta associado a um menor risco de doencas crénicas (LIM
et al., 2013; LIU, 2013; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2011). No entanto, atualmente
poucas informacdes sdo disponiveis sobre o valor nutricional e sobre compostos bioativos
de frutas tropicais, especialmente de espécies mais exoéticas, na verdade, frequentemente
séo observados subexploracéo em populacdes e culturas locais.

A Mauritia flexuosa é tipica do Cerrado brasileiro conhecida como "buriti", mas é
também encontrada em toda a América do Sul, pertencente a familia Arecaceae e
subfamilia Lepidocarycideae. No Brasil, € mais comum nos estados do Para, Amazonas,
Maranh&o, Piaui, Bahia, Ceara e Tocantins (CANUDO et al., 2010). O fruto de M. flexuosa é
usado para varios propositos, com posibilidade de uso para a polpa até as sementes.
Porém, sua polpa atualmente é a mais explorada e apresenta mdltiplas propriedades
nutricionais que podem ser favoraveis a salde (IGBAL 2014; SIQUEIRA et al., 2014). E
fonte de ferro, calcio e fibras, portanto, € considerado um alimento funcional (MANHAES,
SABAA-SRUR, 2011) com potencial biotecnoldgico.

A polpa também ¢é utilizada para a producdo de sorvetes, doces, cremes, geléias,
vitaminas, compotas, vinhos e extracdo de 6leos, por possuir um sabor caracteristico e
muito peculiar (CANDIDO et al., 2015; MANHAES et al., 2015). O dleo tem altos niveis de
acidos graxos monoinsaturados, carotenoides e vitamina E (tocoferdéis), além de apresentar
alta capacidade antioxidante (AQUINO et al., 2012a, 2012b e 2015; MEDEIROS et al., 2015;
SPERANZA et al., 2016). Em modelos animais o 6leo de buriti mostrou efeitos biolégicos
especificos, como melhora do perfil lipidico e aumento da deposicdo de retinol em ratos
(AQUINO et al., 2012a; 2012b e 2015; MEDEIROS et al., 2015).

O fruto do buriti é inserido na categoria de alimentos funcionais por causa de sua
composi¢do nutricional, especialmente na polpa e no 6leo extraido dessa parte do fruto,
onde h& um alto teor de compostos bioativos j& identificados que atuam na prevencdo do
estresse oxidativo e de doengas crbnicas, com atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
antiagregantes plaquetarios (MANHAES, SABAA-SRUR, 2011; CORDEIRO et al., 2015).

Além disso, a presenca destes antioxidantes naturais, melhora a protecdo solar e poderéa ser
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adicionado como antioxidantes naturais em produtos cosmeéticos, capilares e farmacéuticos
(CANUDO et al., 2010; FERREIRA et al., 2011a; FERREIRA et al., 2016a).

Nesta perspectiva, é essencial ampliar a pesquisa e o conhecimento sobre novos
alimentos funcionais, ja que sdo considerados promotores de saude por estarem
associados a diminuicdo do risco de desenvolvimento de diversas doencas, como
obesidade, doencas cardiovasculares, hipertenséo, osteoporose, diabetes e cancer. Assim,
alimentos funcionais e plantas medicinais tém propriedades importantes no contexto da
satde publica (GONZALEZ-VALLINA et al., 2012; EDDOUKS et al., 2012). Desse modo, o
objetivo desse estudo foi desenvolver uma revisédo sistematica e cientifica sobre a Mauritia
flexuosa, detalhando sua composicao nutricional, perfil fitoquimico e principais atividades

farmacologicas.

2 MATERIAIS E METODOS

Para uma revisdo sistematica completa e confiavel foram utilizados recursos
primarios e secundarios, incluindo artigos originais e de revisdo, livios e documentos
governamentais escritos em inglés, portugués ou espanhol (SIMOES et al., 2015). Foi
realizada uma pesquisa bibliografica de 1999 até o ano de 2016 em bases de dados

cientificas ScienceDirect, Scopus, PubMed, Web of Science e Google scholar (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo grafica da prospeccdo cientifica nas bases de dados
pesquisadas.

Prospeccdo cientifica

‘ Descritores: "Buriti” and "Mauritia flexuosa”

n=680

| | 1
Web of Google . .
Pubmed Science Scholar ‘ Scopus ‘ Sciencedirect
|

n=159 | n=37 | [ n=31 |
]

|
{ Artigos para revisao l

n=68

Caracterizacdo nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccao de frutos regionais



60

Posteriormente, os artigos foram selecionados seguindo critérios de inclusédo: resumo
e texto completo mostrando atividades bioldgicas ou caracterizacdo fisico-quimica de M.
flexuosa ou seus frutos. Os dados em duplicidade foram excluidos. Os termos "buriti" e 0
nome cientifico da espécie “Mauritia flexuosa” foram utilizados como descritores para a
pesquisa cientifica. Os documentos utilizados foram apenas aqueles que mencionaram tais
descritores no resumo ou no titulo dos artigos publicados até 2016. ApGs essa etapa, 0S
artigos em duplicidade e néo relacionados com qualquer aplicacdo de buriti em atividade
bioldgica, terapéutica ou nutricional foram removidos. O periodo de coleta dos dados foram
nos meses de maio a agosto de 2016, e estes foram analisados utilizando o software
GraphPad Prism (verséo 6.03).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados da busca de artigos cientificos

Nas bases cientificas pesquisadas foram encontrados, 52, 371, 61, 159, 37 artigos,
respectivamente, para os descritores “buriti” e “Mauritia flexuosa” no titulo e/ou abstract,
totalizando 680 artigos (Figura 1). ApGs a exclusdo de artigos em duplicidade e nao
relacionados ao objetivo da pesquisa, foram selecionados 68 artigos para o
desenvolvimento dessa revisdo sisteméatica, além de outros artigos necesséarios para a
discussao cientifica. Em seguida os artigos foram selecionados e ordenados

cronologicamente, dispostos em forma de grafico como demonstrado na Figura 2.

Figura 2- Distribuigéo por ano (1999-2016) dos artigos selecionados.
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Ao analisar a Figura 2, é possivel observar a distribuicao de artigos selecionados por
ano de publicacdo, e ao comparar com anos anteriores, € percebido que a partir de 2009 a
2015 houve um aumento nas publicacdes relacionadas ao tema proposto. Além disso, o
aumento no namero de publicaces nas ultimas décadas pode esta relacionado ao interesse

pelas atividades biologicas e farmacoldgicas da M. flexuosa em anos recentes.
3.1.1 Caracterizacdo botanica, importancia econémica e usos gerais da M. flexuosa

Mauritia flexuosa é uma palmeira que pode atingir uma altura de até 40 m e possui
caule com 13 a 55 cm de didmetro (Figura 3A). Conforme a regido, a mesma planta recebe
diferentes nomes populares, assim, o buriti, € também conhecido como “miriti”, “muriti”,
“palmeira-do-brejo”, “moriche”, “carangucha” e “aguaje”. Existem palmeiras de buritis
machos e fémeas (Figura 3B e C). Enquanto os machos produzem cachos que s6 ddo
flores, as fémeas produzem os cachos com flores que se tornardo frutos. As flores do buriti
sdo alaranjadas tanto nos cachos dos machos, quanto das fémeas. Em determinados
periodos do ano, é possivel ver ao mesmo tempo em uma fémea os cachos de frutos
guase maduros e os cachos ainda em flor, cujos frutos estardo maduros somente no ano
seguinte (MORAES, GUTJAHR, 2009).

Essa palmeira € amplamente distribuida em varios tipos de florestas de éareas
alagadas e, por ser comum ao longo dos igarapés, representam uma rede imensa de
alimento nas florestas tropicais e savanas da Amazénia. E importante destacar que a
palmeira em geral tem frutos durante a estacdo das secas, portanto, garante estoque de
alimento e promove a seguranca alimentar destes locais em momentos de escassez.
Também sao encontradas em florestas fechadas ou abertas, em solos mal drenados e
fracamente arenosos, em areas de baixa altitude (<1000 m), sendo considerada a palmeira
mais abundante do Brasil (BARBOSA et al., 2009).

Vale ressaltar que a demanda por frutos de buriti no Brasil ainda é pequena. Mesmo
em regibes com presenca marcante de buritizais (Figura 3A), o consumo ainda é
concentrado regionalmente, mesmo sendo este fruto de grande potencial econémico
(GILMORE et al., 2013).
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Figura 3 - Imagens da palmeira, cachos e fruto de buriti.
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(A) Palmeiras de buriti (Mauritia flexuosa) em regido tipica, Piaui, Brasil. Latitude: 5° 54’S; Longitude:
42° 38'W (B) flores da palmeira fémea, que produz cachos de frutos. (C) Cacho do fruto (D) Corte
transversal e identificacdo do mesocarpo (E) Corte longitudinal e identificacdo endocarpo. (F) Fruto

inteiro e identificacdo do epicarpo. Fonte: arquivos pessoais.

E percebido que em algumas regides de cultivo, o principal mercado para
subprodutos do buritizeiro é a venda do suco de buriti, feita com a polpa acrescida de agua
em proporcbes variadas (BARBOSA et al, 2009; MORAES, GUTJAHR, 2009). Em
determinadas regides, as familias conseguem produzir e comercializar até 2.000 kg de
massa de buriti, 0 que gera uma renda de aproximadamente R$ 10.000 durante o periodo
de uma safra, que dura de quatro a cinco meses. Esse valor econdbmico é relevante,
considerando que a comercializacdo dos produtos de buriti estd entre as principais fontes
de renda para muitas familias, junto com a producao de alimentos nas rocas e a criagao de
gado (SAMPAIO et al., 2012; BARBOSA et al., 2009; FERREIRA et al., 2016b).
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Contudo, 0 uso e exportacéo da polpa do fruto séo prejudicados por dificuldades em
logistica e pelo fato do produto ser perecivel. Uma alternativa para melhorar essa logistica
€ a extracdo de Oleo a partir da polpa, produto que € menos perecivel e com maior valor
agregado. A producdo de 6leo da polpa de buriti varia entre 330 litros/ha/ano a 384
litros/ha/ano (SAMPAIO, 2008; MORAES, GUTJAHR, 2009). Além disso, € relevante o
rendimento anual resultante da venda do 6leo extraido da polpa do fruto, ja que em 2008, o
litro do 6leo vendido em Belém, no estado do Para, custava R$ 50,00, aproximadamente.
No ano de 2017, 200mL de oleo de buriti em Picos, no estado Piaui, € comercializado no
valor de R$ 15,00. No entanto, para aumentar a produtividade seria necessario capital para
construcdo de refinarias caseiras e capacitacdo de mao-de-obra (SAMPAIO, 2008). A
aplicacdo do fruto na industria cosmética, que tem cada vez mais interesse no 6leo retirado
da polpa, ja que este é rico em compostos bioativos antioxidantes (CANUDO et al., 2010).

No Nordeste e Norte do Brasil, 0 processamento dos frutos de buriti, especialmente
para a extracdo de 6leo, gera uma grande producdo anual de residuos agricolas, tais como
cascas, endocarpo e sementes. Estas partes da fruta sdo subutilizadas, principalmente
como alimento para animais ruminantes, entretanto, € importante explorar as
caracteristicas nutricionais desses subprodutos que tém potencial para uso e
enriguecimento da alimenta¢cdo humana e podem ter aplicabilidade em diversas areas da

biotecnologia sustentavel.

3.2. Caracterizacao fisica e fisico-quimica do fruto do buriti

3.2.1 Caracteristicas fisicas e rendimento

O conhecimento do valor nutricional do buriti, bem como das suas caracteristicas
fisicas, além de informa¢des quanto ao rendimento de todas as partes do fruto, subsidia o
seu real aproveitamento tecnoldgico e nutricional. Portanto, as caracteristicas fisicas do fruto
indicam que este possui uma forma globoso-alongada, com 4-7 cm de comprimento, 3 a 5
cm de diametro e peso que varia de 25 g a 40 g (SANTOS et al., 2011). Conforme Figura 4,
€ constituida de epicarpo ou pericarpo/casca formado de escamas rombbdides de cor
castanho-avermelhada e 0 mesocarpo ou polpa é de cor alaranjada, carnosa e oleosa, além
disso, 0 endocarpo envolve a semente e é esponjoso, delgado, com a cor variando de
branco a amarelado, com alto teor de celulose (SANTOS et al., 2011; BECKER et al., 2014).
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Figura 4 - llustragdo do fruto inteiro e de corte transversal e longitudinal, com identificagao

do epicarpo, meso e endocarpo.

Fruto inteiro Corte transversal Corte longitudinal

=

| Epicarpo [ Mesocarpo ] [ Endocarpo ]

Fonte: arquivo pessoal

BARBOSA et al. (2009), encontraram peso médio dos frutos frescos de 51,24 g, e
um diametro transversal de 3,3 - 4,3 cm e para o didmetro longitudinal 3,5 - 5,6 cm.
Enquanto que CARNEIRO et al. (2011), verificaram frutos pesando 33,66 g; 52,5 e 39,1 mm
de diametros longitudinal e transversal, respectivamente. E imprescindivel considerar que as
caracteristicas fisicas do fruto variam muito e essas variagdes morfométricas podem ser
explicadas por fatores exdgenos e enddégenos, como a umidade do solo, periodo e
luminosidade, além de impactos por predadores ou ainda por fatores hormonais e genéticos
(MILANEZ et al., 2016).

Morangos cultivados em condi¢des climéticas onde a incidéncia de luz solar e os
niveis pluviométricos sdo quase constantes apresentaram uma menor quantidade de
compostos fendlicos quando comparados aqueles nos quais essas condi¢cdes climaticas
eram heterogéneas (TULIPANI et al., 2011; PINCEMAIL et al., 2012). Ha& uma ampla
possibilidade de que tal efeito se repita nos frutos do buriti de diferentes regides brasileiras,
dado que os frutos provenientes do bioma Cerrado sdo expostos a uma maior incidéncia de
luz solar além de ser uma regido de clima mais seco (MORI et al., 2007).

Talvez, as condi¢cBes climaticas também interfiram percentualmente na constituicdo
de partes gerais do fruto, com valores médios de 22,1% a 25,1%, 11% a 24,2%, 21,0% e
32,6% a 63,9%, para casca, polpa, endocarpo e sementes, respectivamente (BARBOSA et
al., 2009; CARNEIRO, CARNEIRO, 2011). O fruto do buriti pode ser classificado como
climatérico e seu ponto de colheita é de até 210 dias apds a antese. Deve-se notar que este

fruto € muito perecivel, especialmente a polpa (MILANEZ et al., 2016).
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3.2.2 Composicdo quimica centesimal do fruto

A polpa de buriti oferece um elevado valor nutricional, além de atrativos sensoriais
como, cor, sabor e aroma peculiares e intensos, devendo ser mais explorada
comercialmente a fim de ampliar o aproveitado integral do fruto.

Para a caracterizagdo fisico-quimica do buriti, ainda hoje, a literatura disponivel
sobre as espécies ndo leva em consideracao as diferencas morfolégicas e quimicas entre as
variedades, bem como os diversos graus de maturacdo e de umidade dos frutos, ou mesmo
as diferencas nas metodologias analiticas, 0 que proporciona resultados discrepantes em
relacdo aos valores de lipideos, carboidratos e proteinas (Tabela 1), embora, lipideos e
carboidratos sejam os componentes principais da polpa (CARNEIRO, CARNEIRO, 2011,
DARNET et al., 2011; MANHAES, SABAA-SUR, 2011).

Tabela 1 — Composigéo centesimal da polpa de Mauritia flexuosa (g/100g).

Fonte
COTPO.S'Q?O Darnet et al. Manhaes; Sabaa- Carneiro; Carneiro
centesima (2011) Srur (2011) (2011)
Carboidrato 26,2 8,2 25,5
Proteina 3,7+0,0 2,1+0,2 1,3+0.0
Lipideos 19,0+ 0,7 13,8 + 0.7 182+15
Umidade - 62,9+0,1 543+0,1
Cinzas 0,6 £0,0 09+0,1 0,7+0,0
Fibra dietética 22,8+0,4 - -
Energia total *(kcal) 1006,0 166,4 270,0

*Energia total.

3.2.3 Composicado de minerais do fruto da M. flexuosa

A polpa de buriti apresenta minerais em quantidades consideraveis, o que é
extremamente importante, pois muitos destes atuam como cofatores em varias reacdes
metabdlicas no organismo humano, com envolvimento destes em fungdes fisiol6gicas vitais
(Tabela 2). Entre os macrominerais apresentados € destague, 0 potassio, o calcio, o
magnésio e o sodio. Dentro do universo de microminerais encontrados na polpa de buriti foi
observado o ferro, seguido por zinco e, posteriormente, pelo cobre (MANHAES et al., 2011).

A presenca de macro e micronutrientes que participam de processos metabdlicos e
atuam como cofatores de reacbes, servem para proporcionar destaque e agregar valor
nutricional a polpa de frutos do buriti (VASQUEZ-OCMIN et al., 2010). Dentre os
oligoelementos, foram detectados também na polpa do fruto, o iodo, manganés, crdmio e
selénio (MANHAES et al., 2011) (Tabela 2).
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VASQUEZ-OCMIN et al. (2010) realizaram a caracterizacdo quimica e estabilidade
oxidativa de 6leos de trés morfotipos diferentes de buriti (M.flexuosa L.) e encontraram
também valores relevantes de concentragfes de minerais no mesocarpo de buriti da regido

do Perd, com médias inferiores para calcio, em relagdo ao estudo de Manhées et al. (2011).

Tabela 2 - Minerais na polpa da Mauritia flexuosa em relacdo as recomendacdes dietéticas
para homens/mulheres entre 25 e 50 anos, respectivamente.

Média = D.P Recomendacbes % diério
Minerais* (mg 100g* amostra) dietéticas** recomendado

Macrominerais

Potéassio (K) 218,0+12,3 - -

Caélcio (Ca) 80,5+4,4 800/800 mg dia* 10

Sadio (Na) 11,2+0,5 - -

Magnésio (Mg) 40,3+1,9 350/280 mg dia* 13
Microminerais

Ferro (Fe) 1,8+0,0 10/15 mg dia* 10

Cobre (Cu) 0,1+0,0 1,5-3,0 mg dia*! 100

Zinco (Zn) 0,6 +0,0 15/12 mg dia* 5
Elementos tragcos

Cromo (Cr) 0,1+0,0 50-200 mg dia* 100

Manganés (Mn) 1.8+0.1 2-5 mg dia? 100

Selénio (Se) 0.03+0.0 70/55 mg dia*! 50

lodo (1) - 150/150 mg dia* 100

* Manhaes et al. (2011).**National Research Council (1989). S.D.= desvio padréo.

3.3 Perfil fitoquimico

Muitos compostos quimicos foram isolados a partir da Mauritia flexuosa até o
presente. Estes compostos foram enfatizados nessa revisdo, especialmente aqueles
componentes caracteristicos do fruto, descrevendo as partes especificas do mesmo na

Tabela 3 e as estruturas quimicas demonstradas nas Figuras 5 a 8.
3.3.1 Carotenoides e tocoferois

A polpa de buriti apresenta teores elevados de carotenoides totais, com uma
variacdo no teor desses compostos entre regibes que estd relacionada a condi¢des
climaticas, como diferencas de temperaturas, umidade e densidade da vegetacdo (ROSSO,
MERCADANTE, 2007). A determinacdo de carotenoides totais por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) demonstrou que o buriti € uma excelente fonte desse composto
(44600 pg/100g), destes 70% séo de B-caroteno (1), 12% de a-caroteno (2), e 1,6% de

luteina (3) (Figura 5), estando acima dos teores normalmente encontrados em cenouras,
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que é considerada a fonte de B-caroteno mais conhecida e aceita pelos consumidores, o
que justifica a utilizacdo de frutos de buriti, no combate a hipovitaminose A (LIMA et al.,
2009). Outros autores caracterizaram por HPLC carotendides como: cis-v-caroteno (4);
trans-v-caroteno (5); cis-3-caroteno (6); a-caroteno (7); todo-trans-B-caroteno (8); 9-cis--
caroteno (9) (CANDIDO et al., 2015; SANTOS et al., 2015) (Tabela 3).

O contetido de tocoferéis em polpas de buriti € muito alto, com 1,169 ug.g? de
matéria seca, dos quais 37,2%, 57,0% e 5,8% correspondem as fracdes a-tocoferol (11), B-
tocoferol (12), d-tocoferol (13) e y-tocoferol (14), respectivamente (ZANATTA et al., 2010;
DARNET et al.,, 2011) (Figura 6, Tabela 3). Estes tocofer6is atuam como antioxidantes
naturais e devido ao seu papel como sequestrador de radicais livres, protegem o corpo de

doencas crénico ndo-transmissiveis, dentre elas cancer e doencas cardiovasculares.

Tabela 3 — Compostos bioativos enocontrados na Mauritia flexuosa.

Compostos Ne Constituintes Parte da Referéncia
planta
e/ou fruto
Carotenoides
1 [-caroteno Polpa Candido et al.(2015); Medeiros et
al.(2015); Milanez et al. (2016)
2 a-caroteno Polpa Céandido et al.(2015)
3 Luteina Candido et al.(2015)
4 cis-v-caroteno Polpa Candido et al.(2015)
5 trans-v-caroteno Polpa Candido et al.(2015)
6 cis-%-caroteno Polpa Céandido et al.(2015)
7 cis a-caroteno Santos et al. (2015)
8 todo-trans-B-caroteno Polpa Candido et al.(2015)
9 9-cis-B-caroteno Polpa Candido et al.(2015); Santos et al. (2015)
Vitamina E
10 Vitamina E Polpa Rodrigues et al.(2010); Darnet et al
(2011); Aquino et al.(2015)
Tocoferois
11 a-tocoferol Polpa Manhé&es et al (2015); Darnet et al. (2011)
12 B- tocoferol Polpa Manh&es et al (2015); Rodrigues et al.
(2010); Darnet et al.(2011)
13 o- tocoferol Polpa Manhées et al.(2015); Darnet et al. (2011)
14 y- tocoferol Polpa Rodrigues et al.(2010); Darnet et al.(2011)
Vitamina C
15 Acido ascorbico Polpa Lima et al. (2009)
Compostos
fenolicos )
16 Acido quinico Polpa Bataglion et al.(2014)
17 Acido Cafeico Polpa Bataglion et al.(2014)
18 Acido clorogénico Bataglion et al.(2014)
19 Acido ferulico Polpa Bataglion et al.(2014)
20 P-Cumarico Polpa Bataglion et al.(2014)
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21
Flavonoides
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
Acidos
graxos
35

36
37

38
39
40

41
42

43

44

Fitosterois
45
46
47
48

Acido protocatecuico

(+) catequina
(-) epicatequina
Luteolina
Apigenina
Miricetina
Canferol
Quercetina
tricina-7-O-rutinosideo
Isoschaftosideo
nicotiflorina
Rutina
Orientina
Isoorientina

Acido oleico

Acido palmitico
Acido linoleico

Acido araquiddnico
Acido Palmitoleico
Acido esteéarico
Acido miristico
Acido elaidico

Acido linolénico

Acido margérico

Estigmasterol
B-sitosterol
campesterol

Estigmastano-3,5-
dieno

Polpa

Polpa
Polpa

Polpa
Polpa
Polpa
Polpa
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha

Polpa

Polpa
Polpa

Polpa
Polpa
Polpa

Polpa
Polpa

Polpa

Polpa

Polpa
Polpa
Polpa
Polpa

Bataglion et al.(2014)

Bataglion et al.(2014)
Bataglion et al.(2014)
Bataglion et al.(2014)
Bataglion et al.(2014)
Bataglion et al.(2014)
Bataglion et al.(2014)
Bataglion et al.(2014)
Oliveira et al.(2013)
Oliveira et al.(2013)
Oliveira et al.(2013)
Oliveira et al.(2013)
Oliveira et al.(2013)
Oliveira et al.(2013)

Darnet et al.(2011); Aquino et al.(2012a,
2012b); Medeiros et al.(2015); Speranza
et al.(2016)

Darnet et al.(2011); Speranza et al.(2016)

Darnet et al.(2011); Aquino et al.(2012a,
2012b); Medeiros et al.(2015);Speranza et
al.(2016)

Darnet et al.(2011)

Darnet et al.(2011); Medeiros et al.(2015)

Darnet et al.(2011); Aquino et al.(2012a,
2012b) Medeiros et al.(2015)

Aquino et al.(2012a, 2012b); Medeiros et
al.(2015); Speranza et al.(2016)

Aquino et al.(2012a, 2012b); Medeiros et
al.(2015)

Aquino et al.(2012a, 2012b); Aquino et al.
(2015); Medeiros et al.(2015); Speranza et
al.(2016)

Aquino et al.(2012a, 2012b); Medeiros et
al.(2015)

Bataglion et al.(2015); Santos et al.(2013)
Bataglion et al.(2015)
Bataglion et al.(2015)
Bataglion et al.(2015)

Fonte: autoria propria
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Figura 5 - Estrutura quimica dos carotenoides em polpa de buriti.

(1) B caroteno

3.3.2 Acido ascorbico

Outro importante agente antioxidante presente no buriti € o acido ascérbico (15)
(Figura 6, Tabela 3) (31,86 mg/100g),conhecido como promotor de numerosos pProcessos
quimicos, bioquimicos e fisiologicos, tanto em animais como em plantas além de
desempenhar vérias fun¢gbes no organismo relacionadas ao sistema imune como formacao
de coladgeno, absorcao de ferro, e inibicdo da formacao de nitrosaminas (LIMA et al., 2009).
Além disso, o acido ascorbico parece interferir sobre outros fatores relacionados ao risco
cardiovascular, como melhorar e contribuir com a integridade do tecido vascular, ténus

vascular, metabolismo lipidico e presséao arterial (LIMA et al., 2009; DARNET et al., 2011).
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Figura 6 - Estrutura quimica de tocoferois, vitamina E, &cido ascérbico e compostos fendlicos de buriti
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Figura 7- Estrutura quimica de flavonoides isolados em polpa de buriti
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nicotiflorina (31) rutina (32) Orientina (33)
HO OH

isoorientina (34)
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Figura 8 - Perfil de acidos graxos em polpa de buriti
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3.3.3 Compostos fendlicos

A concentragdo de compostos fendlicos nos frutos de buriti varia conforme
estagio de maturacdo e atinge seu pico entre 210 a 240 dias ap6s a antese (MILANEZ
et al., 2016). Em estudo feito por BATAGLION et al. (2014) que quantificou os
compostos fendlicos presentes em extratos da polpa do fruto de buriti da regido
Amazoénica pelo método UHPLC-ESI (-)-MS/MS e encontraram o acido quinico (16) e
outros acidos fendlicos importantes como o acido cafeico (17), acido clorogénico (18),
acidos ferulico (19), p-cumarico (20) e o protocatecuico (21), detectados em
guantidades consideraveis nos extratos (Figura 6, Tabela 3).

Os flavonoides presentes nos extratos da polpa de M. flexuosa incluem a (+)
catequina (22), (-) epicatequina (23) e luteolina (24), como as mais abundantes. Outros
componentes como apigenina (25), miricetina (26), canferol (27) e quercetina (28),
também presentes, entretanto em menor concentragdo nos extratos de polpa de buriti
(BATAGLION et al., 2014). Em extrato de folhas da Mauritia flexuosa foi caracterizado
6 diferentes flavonoides com potencial antioxidante: tricina-7-O-rutinosideo (29),
isoschaftosideo (30), nicotiflorina (31), rutina (32), orientina (33) e isoorientina (34)
(OLIVEIRA et al., 2013) (Figura 7, Tabela 3).

3.3.4 Acidos graxos

O consumo alimentar de 6leos de origem vegetal ricos em &acidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados tem associacdo com diminuicdo do risco de
doencas cardiovasculares (DCV), relacionada ao efeito anti-inflamatério desses acidos
graxos. O papel da dieta vem sendo avaliado em estudos clinicos e epidemiol6gicos
mostrando que quantidade e tipo de gordura exercem influéncia sobre fatores de risco
cardiovasculares devido a concentracdo lipidica e processos inflamatérios (IGBAL,
2014). A polpa de buriti apresenta 75,7% de éacido oleico (35) e 18,9% de acido
palmitico (36), além de 2,1%, 1,7%, 0,3% e 1,3% de linoleico (37), araquiddnico (38),
palmitoleico (39) e estearico (40), respectivamente (DARNET et al., 2011) (Tabela 3 e
4). Pelo método de cromatografia gasosa Aquino et al. (2012a), reportaram presenca
de acido miristico (41), palmitoleico (42), elaidico (43), linolénico (44) e margérico (45)
(Figura 8, Tabela 3).

Alguns desses compostos estdo no 6leo extraido da polpa do fruto (AQUINO et
al., 2012a; MEDEIROS et al., 2015; SPERANZA et al., 2016), rico em acidos graxos

oleico e palmitoleico (Tabela 3), e tocoferdis, um indicativo de boas perspectivas do
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uso desse produto como alternativa terapéutica e cosmética (ROSSO,
MERCADANTE, 2007; BATISTA et al., 2012).

Tabela 4 - Percentual de acidos graxos em polpa de frutos e éleo de buriti.

Acidos graxos Referéncias

A B C D
SATURADO %
Miristico (C14:0) - - 0,5 0,5+0,0
Palmitico (C16:0) 20,8 +2,3 18,9 - 19,1+0,0
Esteérico (C18:0) 1,6+0,1 1,3 2,3 1,3+0,0
Araquidénico (C20:0) - 1,7 - 0,1+0,0
MONOINSATURADO %
Palmitoleico (C16:1) - 0,3 19,6 -
Oleico (C18:1) cis-9 71,621 75,7 72,7 65,6 + 0,0
Elaidico (C20:1) 0,7+0,1 - - 0,2
POLI-INSATURADO %
Linolénico (C18:3) 1,4+0,1 - 2,0 8,2+0,0
Linoleico (C18:2)cis-9,cis-12 25+0,1 2,1 2,6 49+0,0
Margérico (C17:0) - - 0,3 -

A = Santos et al., (2013); B = Darnet et al., (2011); C = Aquino et al., (2012a, 2012b); D =
Orsavova et al., (2015).

A proporcao de acidos graxos insaturados identificados na polpa do buriti é
semelhante aos encontrados em azeite de oliva e amendoim, considerados de
excelente valor nutricional e associado a redugdo do risco de DCVs (JANG et al.,
2015; ORSAVOVA et al., 2015; SPERANZA et al., 2016) (Tabela 5).

Quanto ao 6leo de canola, vale destacar que o nome canola é derivado da sigla
Canadian Oil Low Acid, e as sementes para producdo desse Oleo sdo obtidas por
modificacdo genética das espécies Brassica napus e Brassica rapa (campestris), além
disso, a estabilidade de 6leo de canola € limitada principalmente pela presenca de
acido linolénico, clorofila, produtos de decomposi¢céo e outros componentes tais como
pequenas quantidades de acidos graxos com mais de trés duplas. Estes acidos graxos
altamente insaturados podem possivelmente ser formados durante refino e
branqueamento. A presenca de 7% a 11% de acido linolénico na composic¢ao do 6leo
de canola coloca este 6leo na mesma categoria que o 6leo de soja em relagédo a sabor
e estabilidade oxidativa (FARHOOSH, EINAFSHAR, SHARAYE, 2009).
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Tabela 5 - Propor¢éo (%) de acidos graxos em 6leo extraido da polpa de buriti, oliva,

canola e amendoim.

Acido graxo Buriti OlivaP Canola® Amendoim®
Palmitico (C16:0) 19,2+£0,0 16,5 4,5 7,5
Esteéarico (C18:0) 1,3+0,0 2,3 1,6 2,1
Palmitoleico (C16:1) - 1,8 - 0,1
Oleico (C18:1) 65,6 £0,0 66,4 64,0 71,1
Linoleico(C18:2) 49+0,0 16,4 20,0 18,2
Linolenico(C18:3) 8,2+0,0 1,6 6,9 -
Araquidbénico - - 0,6 -

@ Speranza et al. (2016); ® Orsavova et al. (2015); ©Jang et al. (2015).

3.3.5 Fitosterois

Foram identificados em polpa, sementes e 6leo de buriti os seguintes
fitoesterois: estigmasterol, [-sitosterol, campesterol e estigmastano-3,5-dieno
(DEMBITSKY et al., 2011; SANTOS et al.,, 2013; BATAGLION et al., 2015). Estes
compostos sao responsaveis por reduzir a absor¢cédo de colesterol no intestino em até
30% por atividade de competicdo entre eles, devido & semelhanca estrutural entre as
suas moléculas e as estruturas quimicas de colesterol (PLUMB et al., 2011). De modo
que reduzem os niveis séricos de colesterol LDL em 8 - 10% se forem consumidos 1,6
- 2,0 g de fitoesterois/dia (MARANGONI, POLI, 2010; PLUMB et al., 2011).

3.3.6 Polissacarideos e fibras dietéticas

Os componentes de fibra alimentar ou fibra dietética dividem-se nos grupos:
polissacarideos, oligossacarideos, carboidratos analagos (amido e maltodextrina
resistente), lignina, compostos associados a fibra alimentar (compostos fendlicos,
proteina de parede celular, oxalatos, fitatos) e fibras de origem animal. A maioria das
investigagbes sobre paredes celulares (microfibrilas de celulose) indicam que as
paredes das Arecaceae tém uma composicdo semelhante as paredes de
dicotiledbneas e monocotiledéneas com grandes proporcées de polissacarideos
pecticos e quantidades menores de xiloglicanos (CANTU-JUNGLES et al., 2015).

De forma simplificada, as fibras sdo classificadas como solGveis (viscosas e
facilmente fermentaveis no célon como a pectina) e insollveis (que possui acdo no

aumento de volume do bolo fecal, mas que possui fermentacdo limitada no cdélon).
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Assim, vale destacar que o fruto de buriti deve ser considerado como fonte de fibras
sollveis e insollveis, pois recentemente foram identificados polissacarideos lineares
na polpa de buriti (CORDEIRO et al., 2015). Estes achados corroboraram com estudos
anteriores, que demostraram ser 0s polissacarideos pécticos (pectina) os mais
abundantes na polpa do fruto (CANTU-JUNGLES et al., 2015).

Além disso, é relevante considerar que a polpa possui em média, 5,17 g.100g*
de fibra alimentar (MANHAES, SABAAR-SRUR, 2011) e a farinha do endocarpo de
buriti, € fonte potencial de fibra alimentar (70,53 g.100g?), com 3.03 g.100g™* de fibra
alimentar soluvel e 67,50 g.100g* de fibra insoltvel, portanto, a adicdo desta farinha
em biscoitos tipo cookie, aumentou a disponibilidade de ingredientes funcionais fonte
de fibra dietética (BECKER et al., 2014).

3.4 Atividades farmacolégicas da M.flexuosa

3.4.1 Propriedades antioxidantes e quimiopreventivas

Tendo em vista os vastos beneficios fornecidos por compostos antioxidantes
ao organismo como a inibicdo da peroxidagao lipidica por sequestrar radicais livres,
guantidades relativas desses compostos inseridas na dieta diminuem o estresse
oxidativo, causado pela deficiéncia de antioxidantes e/ou excessiva quantidade de pro-
oxidantes. Eles também s&o responsaveis por aumentar a resisténcia do LDL-
colesterol a oxidacdo, diminuindo o risco de arteriosclerose coronaria (CASE et al.,
2007; CANUDO et al., 2010).

O buriti apresenta constituintes quimicos que Ihe garantem um interessante
potencial antioxidante. Por exemplo, um estudo de caracterizacdo quimica realizado
com extrato das folhas da Mauritia flexuosa identificou 6 diferentes flavonoides com
potencial antioxidante: tricina-7-O-rutinosideo, isoschaftosideo, nicotiflorina, rutina,
orientina e isoorientina. (OLIVEIRA et al., 2013). Koolen et al. (2013a) avaliou o
potencial antioxidante de extratos metandlicos das folhas, frutos e caule da Mauritia
flexuosa e demonstraram maior potencial antioxidante no extrato da folha (pelo
método de reducdo de ferro) e no extrato da polpa (método DPPH (2,2-difenil-2-picril-
hidrazina). Milanez et al. (2016) avaliaram a atividade antioxidante da polpa de buriti
por dois métodos: ORAC e DPPH, tendo observado a maior atividade antioxidante
entre 210 e 240 dias apo6s a antese (abertura dos botdes florais).

As diferengas encontradas na acdo antioxidante dessas analises estdo

provavelmente associadas a concentragfes distintas dos constituintes quimicos em
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cada parte da planta, principalmente flavonoides e antocianinas. Tal atividade também
foi detectada em amostras de 6leos e extratos aquosos de buriti da Amazonia
brasileira e do Cerrado (FERREIRA et al., 2011b).

Amostras da savana brasileira geralmente apresentam melhores desempenhos
guando comparadas com frutos da regido da Amazénia. Estes achados sao explicados
por diferencas nas condi¢cdes do bioma. A Amazbnia é quente e Umida, enquanto o
Cerrado apresenta um clima mais seco. Além disso, seu solo é mais acido e rico em
sais de aluminio, o que provavelmente ira gerar maior estresse oxidativo para as
plantas, que reagem produzindo agentes antioxidantes (CANDIDO et al., 2015).

A vitamina E (10) (Fig. 6, Tabela 3) age como um importante antioxidante
natural em alimentos, especialmente aqueles ricos em acidos graxos poli-insaturados.
Devido ao seu papel de carreador de radicais livres, é possivel que a vitamina E nos
proteja contra doengas cronicas, particularmente cancer, doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas. Rodrigues et al. (2010) encontraram niveis elevados de vitamina
E no éleo de polpa de buriti, com predominancia da fragao  + y tocoferol (58,3%), o
gue a torna similar a muitos éleos extraidos de nozes e outras sementes brasileiras.

Conforme descrito acima, foram detectados compostos fendlicos em extratos
de polpa (BATAGLION et al., 2014). Esses compostos fendlicos sdo uma importante
classe de antioxidantes naturais, pois apresentam efeitos benéficos contra doencas
diretamente ou indiretamente relacionadas ao estresse oxidativo, incluindo cancer,
inflamacdo, diabetes, distarbios cardiovasculares ou neurodegenerativos. A
guimioprevencado, por meio dos alimentos funcionais, emerge como um promissor
instrumento no controle de cancer, através de provaveis mecanismos de acao
antioxidantes, antiinflamatérios, anti-hormonais, antiangiogénicos, dentre outros,
embora as evidéncias cientificas sejam controversas, e fracamente sustentadas por
estudos epidemiolégicos. Dentre os compostos alimentares estudados por sua acao
quimiopreventiva, os principais sdo: o &cido linoléico conjugado (CLA), os &cidos
graxos poliinsaturados n-3, os fitoquimicos (isoflavonas, lignanas e outros compostos

ndo-nutrientes), bem como vitaminas e minerais (NWOSU et al., 2011).

3.4.2 Fotoprotecédo contra radiacdo UVA e UVB

Uma via terapéutica para a fotoprotecdo é utilizar formulagbes farmacéuticas
tépicas, principalmente se tiverem potencial antioxidante para evitar o estresse
oxidativo causado pelos radicais livres advindos da radiacdo solar (ZANATTA et al.,

2010). Tarozzi et al. (2005) avaliaram os efeitos protetores da cianidina-3-O-beta-

Caracterizag¢ao nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccado de frutos regionais



79

glicopiranosidio (C-3-G) contra a apoptose induzida por UVA e a fragmentacdo do
DNA em uma linha de células de queratinécitos humanos (HaCaT). Quando
comparado a atividade antioxidante Equivalente Trolox, o tratamento com C-3-G levou
a um maior aumento da atividade antioxidante na fracdo membranar do que no citosol
(55% versus 19%). Os efeitos protetores contra a formacéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) induzido por UVA podem ser atribuidos & incorporacdo da membrana
de C-3-G em niveis mais elevados.

Testes in vitro usando emulsdes de O6leo de buriti como veiculo para
fotoblogueadores revelaram que algumas formulagbes diminuiram o dano celular
causado em queratindcitos pela radiagdo UVA e UVB, sendo considerado como uma
formulacdo potencial a ser utilizada apos exposicdo ao sol e como fotobloqueador
adjunto (ZANATTA et al., 2010). Além disso, o éleo parece contribuir para a formacao
e deposicdo de fibras de colageno e prové estimulagdo e proliferagdo celular
(BATISTA et al., 2012).

3.4.3 Agao Antiagregante Plaquetario e Antitrombaético

A patogénese das doengas cardiovasculares apresenta entre outros fatores a
agregacao plaquetaria como evento protagonista de curso (MICHELSON, 2010).
Portanto, o consumo elevado de acidos graxos mono e poli-insaturados tem sido
associado a uma diminuicdo do risco de eventos cardiovasculares, como
hiperlipidemia, acidente vascular cerebral (AVC) e infarto. Esse fato pode ser
correlacionado com o efeito anti-inflamatério desses &cidos, que diminuem a ativacao
da cascata de coagulagdo, por diminuir o dano oxidativo e a ativacdo plaquetaria de
modo indireto (LIN et al., 2016).

Pesquisas realizadas com 6leo de buriti em ensaios in vitro de ativacédo e
agregacao plaquetaria verificou que o tratamento das plaquetas com o extrato inibiu a
expressdo da P-selectina induzida por trombina, e inibiu a secrecdo de ATP
plaquetario. O 6leo também teve a capacidade de: (1) reduzir a formacdo de trombo
ao inibir a adeséo e a interacdo plaquetaria na presenca de colageno e (2) reduzir a
capacidade de interacdo entre plaguetas e leucécitos, fator importante na ativacao da
cascata de coagulacéo e formacgéo do trombo plaquetario (FUENTES et al., 2013).

Portanto, é pertinente considerar que o 6leo do buriti pode ser incorporado a
dieta como um agente de prevencdo da agregacao plaquetaria e trombogénese, sem

que haja efeitos adversos comuns da terapia antiagregante plaquetaria, ja que o seu
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consumo € comum e recorrente em diversas regides da América Latina (FUENTES et
al., 2013).

3.4.4 Atividade Antimicrobiana

Extratos metandlicos de polpa Mauritia flexuosa possuem uma riqueza de
compostos fendlicos, dentre eles, o acido clorogénico (ACs) e o acido cafeico, que
apresentam efeito imunomodulador e antimicrobiano (KOOLEN et al., 2013b). Este
altimo inibe o fator de necrose tumoral (TNF-a) e também possui atividade
antimicrobiana (ARMUTCU et al., 2015). Acdes bioativas similares foram encontradas
em guercetina extraida da polpa do fruto de buriti (BENAVIDES et al., 2013).

Koolen et al. (2013a) avaliaram o potencial antimicrobiano de extratos
metandlicos de diversas partes vegetais do buriti contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Micrococcus luteus e Bacillus cereus. Em
seguida, Koolen et al. (2013b) isolaram das raizes de M. flexuosa triterpenos com
atividade antimicrobiana contra 15 diferentes microrganismos entre fungos e bactérias,
com concentracdes inibitérias minimas (MIC) variando de 50,8 a 203,5 uM.

Siqueira et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
etandlicos de partes vegetais da Mauritia flexuosa (folha, caule e fruto) contra cepas
de Staphylococcus aureus, meticilina susceptivel (MSSA) e meticilina resistente
(MRSA). Neste caso, o extrato do caule apresentou boa inibicdo de crescimento em
ambas a cepas (31,3 pg/mL), enquanto o extrato das folhas apenas apresentou boa
atividade contra MRSA (62,5 ug/mL). Curiosamente, ambos 0s extratos apresentaram
resultados mais promissores que os controles positivos utilizados, a canamicina (256
pg/mL) e a gentamicina (256 ug/mL) (SIQUEIRA et al., 2014).

3.4.5 Efeito antitumoral in vitro

A quimioterapia frequentemente apresenta efeitos colaterais e resisténcia para
pacientes com céncer, por isso a busca de novas alternativas com potencial
antitumoral é essencial. As plantas tém uma longa historia na medicina como uma
excelente fonte de novos constituintes quimicos que apresentam atividade
antineoplasica bem documentada, como alguns compostos fendlicos (FERREIRA et
al., 2011b, 2016a), especialmente a quercetina também presente no buriti
(BATAGLION et al., 2014).

Alguns extratos de partes do fruto de buriti demonstraram efeito citotoxico em

cinco linhagens de células tumorais humanas (leucemias e carcinoma coloretal e de
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mama) com resultados semelhantes ao controle positivo usado (doxorrubicina e
cisplatina) (SIQUEIRA et al.,, 2014). Entre todos os extratos e fragbes testados,
somente as fragdes de diclorometano de folhas e caules foram ativas em linhagens
celulares tumorais, apresentando valores de ICso entre 20,3 a 79,0 uyg/mL (SIQUEIRA
et al., 2014).

Um novo triterpeno em raizes de M. flexuosa chamado &cido mauritico,
demonstrou efeitos citotoxicos significativos contra linhagens de carcinoma OVCAR-8
(ovariano), PC-3M (préstata) e NCIH-358M (broncoalveolar pulmonar) com valores de
ICso de 3,0, 2,4 e 6,2 uM, respectivamente (KOOLEN et al., 2013b).

3.4.6 Propriedade hipolipemiante

Disturbios do metabolismo de lipidios sdo os principais fatores de risco para
muitas doencas cardiovasculares e metabdlicas. E crescente a atencdo dos
pesquisadores em investigar substancias naturais, advindas de diferentes partes de
plantas, com enfoque na capacidade de regular o metabolismo de lipidios e conhecer
0s mecanismos de acdo e efeitos bioldgicos, para fornecer subsidios a potencial
aplicacdo terapéutica destas substancias como uma droga hipolipemiante alternativa.

Os extratos metandlicos de diferentes partes da Mauritia flexuosa (folha, caule
e fruto) possuem quantidades significantes de compostos fendlicos, em destaque para
estudo de Koolen et al. (2013) em que no fruto pesquisado na Amazénia do Brasil, foi
identificado o &cido clorogénico e o protocatecuico como majoritarios (CHO et al.,
2010). Tanto o acido cafeico como o clorogénico reduziram significativamente a
sintese de acidos graxos, por inibir a atividade da HMG CoA redutase (3 hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase) sugerindo que os dois &cidos possuem efeitos
biolédgicos de melhorar o peso corporal, 0 metabolismo lipidico e niveis de hormdnios
relacionados a obesidade como a leptina e a adiponectina (CHO et al., 2010).

Ratos jovens foram avaliados ap6s suplementacdo com 6leo de buriti cru e
refinado e revelaram que os animais alimentados com 6leo refinado mostraram
reducao do colesterol total (60,3%), de lipopreina de baixa densidade (LDL-c, 64,7%),
triglicerideos (55,5%) e na enzima aspartato transaminase (21,6%) em comparacao
agueles alimentados com dieta adicionada de 6leo cru. Algumas analises fitoquimicas
demonstraram que em Oleo cru extraido da M.flexuosa existe maiores concentragdes
de fitoesterdis, vitaminas, antioxidantes e pigmentos (AQUINO et al., 2012a, 2015;
MILANEZ et al., 2016), substancias que estdo frequentemente associadas a redugéo

de colesterol sérico e estresse oxidativo.
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Por outro lado, os Oleos crus também possuem maior concentracdo de
substancias e impurezas (peroxidos e hidroperéxidos, substancias volateis e nédo
volateis) relacionadas com o aumento de dislipidemias, hipertensdo, inflamacao,

estresse oxidativo, disfuncdo endotelial e a aterosclerose (NG et al., 2014).
3.4.7 Potencial hipoglicemiante

Compostos fenodlicos sdo capazes de melhorar o perfil glicidico e favorecer a
tolerdncia a glicose (CASE et al, 2007; BATAGLION et al, 2014). O acido
protocatecuico (APC), encontrado em extrato do fruto do buriti da Amazbnia em
grande quantidade, possui atividade hipoglicemiante (BATAGLION et al.,, 2014).
Estudos sugerem que a ingestdo de compostos bioativos especificos, como o acido
protocatecuico, pode ter efeitos clinicos benéficos sobre o tecido adiposo em parte
devido as suas propriedades anti-inflamatérias e de sensibilizade a insulina. O APC
mostrou ser protetor contra a resisténcia a insulina usando células de adipécitos
humanos, em estudo in vitro (LEE, JEON, 2013; BATAGLION et al., 2014;
SCAZZOCCHIO et al., 2015).

3.4.8 Capacidade de cicatrizagcdo em ratos

Um creme base com 10% de 6leo de buriti foi avaliado quanto a capacidade de
cicatrizacdo em Rattus norvegicus. As avaliagbes clinicas, morfométricas e
histopatologicas apresentaram presenca imediata de crosta sobre a ferida constituida
por glébulos vermelhos, fibrina, detritos celulares e células polimorfonucleares no 3°
dia e contracdo das lesfes até o 21° dia. No 14°, os ferimentos tratados com 6leo de
buriti apresentaram aumento de fibroblastos e fibras de colageno e um processo
completo de reepitelizacdo (BATISTA et al., 2012).

3.4.9 Efeitos sobre o estado de retinol e tocoferol

Aquino et al. (2015) demonstraram em ratos jovens que o retinol sérico e
hepético e o tocoferol foram 2 a 3 vezes maiores em grupos que consumiram 6leo de
buriti adicionado a dieta quando comparados com o grupo controle. Medeiros et al.
(2015) também demonstraram que o 6leo de buriti aumentava a deposicao de retinol
sérico e hepéatico em ratos neonatais, em grupos onde foi adicionado a dieta 6leo de

buriti durante a gestacéo e a lactacgéo.
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3.4.10. Potencial Prebidtico

Polissacarideos desempenham funcdes essenciais em frutos de palmeiras,
contudo da espécie Aricaceae. Assim, os dados sobre a quimica dos polissacarideos
sdo cruciais para compreender 0s aspectos nutricionais e tecnolégicos das frutas.
Esses polissacarideos exibem uma variedade de propriedades em mamiferos,
incluindo viscosidade no trato gastrointestinal, fermentacao, efeitos prebioticos,
absorcéo de glicose, de lipideos e de minerais (ELLEUCH et al., 2011, SILVA et al.,
2014).

Os componentes de fibra dietética que ndo sdo absorvidos (insolaveis) seguem
para o intestino grosso e nesse local, fornecem o substrato para as bactérias
intestinais. As fibras solGveis sdo normalmente fermentadas rapidamente, enquanto as
insoliveis sdo lentamente ou apenas parcialmente fermentadas. A fermentacdo é
realizada por bactérias anaerdbias do célon (géneros Lactobacillus e Bifidobacterium,
por exemplo), levando a producdo de acido latico, acidos graxos de cadeia curta e
gases. Consequentemente, existe uma redugcdo do pH no lumen e estimulacdo da
proliferacdo de células epiteliais no coélon (SILVA, 2014). Embora estudos tenham
quantificado fibra total, fibra soltvel e insolivel (MANHAES, SABAA-SRUR, 2011;
BECKER et al.,, 2014) e outros polissacarideos (CANTU-JUNGLES et al., 2015,
CORDEIRO et al., 2015) ndo existem estudos que relacionem esses compostos com o

efeito prebidtico no buriti.

4 Conclusdes e perspectivas

A Mauritia flexuosa representa uma oportunidade para os produtores nacionais
e internacionais terem acesso a mercados especiais onde os consumidores buscam
caracteristicas exéticas e complementacdo nutricional. Os nutrientes do buriti podem
ser usados para prevenir doencas neurodegenerativas e é uma excelente fonte de
compostos bioativos com propriedade antioxidante, hipolipemiante, protetor solar,
antiplaquetério, antitrombdtico, hipoglicémico, antimicrobiano e antitumorais.

A tecnologia de alimentos e a biotecnologia sustentavel sdo campos vazios a
serem explorados com M. flexuosa, uma vez que esse fruto possui sabor e aroma
agradaveis, além de macro e micronutrientes de grande relevancia para o
desenvolvimento de novos produtos nas areas farmacéutica, alimentar e terapéutica.

No entanto, isso requer um grande investimento em Pesquisa e Desenvolvimento (P &
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D), com foco na obtencéo de novas formas de realizar o processamento da polpa de
buriti e demais subprodutos, como forma de avancar na industrializacdo e no mercado.

Existe uma diversidade de formas de utilizar a M. flexuosa numa comunidade
como alimento (fruta) e com fins de economia doméstica. Entdo, é fundamental que
lideres publicos promovam agdes para estimular a gestdo sustentavel do buriti, com
incentivo de pesquisas que contribua para conservacdo e uso sustentavel das
florestas nativas, consciéncia ambiental, reducdo de erros de corte das folhas,
adequada colheita eextracdo (polpa e 6leo), assim como um manuseio correto de toda

a cadeia produtiva.
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CAPITULO 2

Caracterizacao fisico-quimica e analises térmicas, reolégicas e
morfolégicas de polpa e subprodutos do buriti (Mauritia flexuosa L.)

Physical-chemical characterization and thermal, rheological and morphological
analyzes of pulp and by-products of buriti (Mauritia flexuosaL.)

Artigo submetido a revista A2: Food Chemistry
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Caracterizacdao fisico-quimica, analises térmicas, reoldgicas e morfolégicas da
polpa e subprodutos do fruto de Mauritia flexuosa

RESUMO

O buriti € um fruto nativo da regido amazoénica e cerrado brasileiro, com caracteristicas
nutricionais e organolépticas relevantes em sua polpa. Entretanto, para o consumo
alimentar e diversas outras aplicagfes biotecnoldgicas, seus subprodutos ainda séo
pouco explorados. O objetivo deste trabalho foi avaliar o valor nutricional da polpa,
casca e endocarpo de buriti ap6s a liofilizacdo. Foram determinados parametros
fisicos e de rendimento, a caracteriza¢do centesimal e composi¢ao fisico-quimica (pH,
acidez titulavel total (ATT), atividade de agua (Aw), Brix’, carboidratos, proteinas totais,
lipidios totais, cinzas, umidade e fibra alimentar dietética (FAD)). O perfil mineral foi
determinado por Espectrometria de fluorescéncia de raio X (EDX-720, Japao) e o teor
de acidos graxos e fitosterois foi quantificado por Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/ES). Parametros morfolégicos foram avaliados por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), assim como analises termogravimétricas
(Calorimetria Expoloratéria Diferencial — DSC e Difragdo de raio-X (DRx)) e
propriedades reoldgicas na polpa in natura (PN) e liofilizada (PL), bem como na casca
(CL) e endocarpo liofilizados (EL). A polpa e os demais subprodutos do buriti
apresentaram bom rendimento (acima de 17,31%), entretanto, apos a liofilizacdo, a
casca e o endocarpo do fruto de buriti obtiveram maiores percentuais de rendimento,
26,0% e 20,7%, respectivamente. Além disso, foi observado reducdo da Aw nos
produtos liofilizados, fato esperado apdés o processo de desidratacdo. As amostras
pesquisadas sdo ricas em carboidratos (entre 15,13 e 77,53%), lipidios (entre 11,54 e
51,67%) e fibras totais (entre 28,14 e 50,52%). As amostras mostraram perfil
semicristalino em MEV, DSC e DRx. O p6 da casca apresentou um evento
endotérmico com temperatura de pico de 87,3 °C referente a evaporacdo da agua
residual presente na amostra. Este evento nao foi observado nos demais pés do fruto
em questdo. Além disso, a polpa, casca e endocarpo de buriti sédo fontes de FAD, no
entanto, a casca apresentou maior percentual de fibra (50,52%), dos quais 49,97%
sdo insoluveis. E a polpa apresentou maior valor de fibras sollveis (10,64%)
comparado-a aos demais subprodutos analisados (p < 0,05). Todas as amostras de
buriti analisadas sdo consideradas fontes de potassio e cdlcio, e de acidos graxos
monoinsaturados como o &cido oleico (entre 68,16 e 80,11%). Contudo, a casca do
buriti além de apresentar 2,11% de &cidos graxos poli-insaturados, foi a Unica fracéo a
conter fitosterdis (1,74 mg/g), especialmente o estigmasterol e [-sitosterol. Os
resultados obtidos mostram que a polpa e subprodutos do fruto de buriti podem ser
considerados fontes de fibras dietéticas sollveis e insollveis, uma vez que 30g de
qgualquer dessas amostras atende a mais de 15% das Dietary Reference Intake (DRI).
Outro destaque € para o teor de minerais e acido oléico em todas as amostras,
indicando que o fruto deve ser utilizado de forma integral no processamento industrial,
assim como em P&D de diversas areas da biotecnologia, em virtude do excelente
valor nutricional e potencial funcional.

Palavras-chave: &cidos graxos, endocarpo, fitoesteroéis, minerais, epicarpo.
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Physicochemical, thermal analyses, rheology and morphologic characterization
of buriti (Mauritia flexuosa L.) pulp and its by-products

Abstract

Buriti is a fruit originally from the Amazon region and the Brazilian cerrado with relevant
nutritional and organoleptic characteristics present in its pulp. However, little attention
has been given to the fruit intake and its biotechnological applications and its by-
products. The goal of this work is to evaluate the nutritional value of buriti pulp, peel,
and endocarp after lyophilization. We determined physical and output parameters, the
centesimal characterization and its physicochemical composition (pH, total titratable
acidity — ATT, water activity — Aw, Brix value, carbohydrates, total protein, total lipids,
ashes, humidity, and dietary fiber — FAD). The mineral profile was determined by X-ray
fluorescence spectrometry (EDX-720, Japan), while the fatty acids and phytosterols
ware quantified by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). We
evaluated (i) the morphological parameters by Scanning Electron Microscopy - SEM,
(ii) the thermogravimetric analysis by Differential Scanning Calorimetry — DSC and X-
ray Diffraction — DRx, and (iii) the rheologic properties of the pulp both in natura (PN)
and lyophilized (PL), as well as the peel (CL) and the endocarp lyophilized (EL). The
pulp and other buriti by-products showed good output (over 17.31%), however, after
the lyophilization, the buriti peel and endocarp had higher output percentage, 26% and
20.7%, respectively. Furthermore, we observed Aw reduction in the lyophilized
products, which was expected due the dehydration process. The used sampler was
rich in carbohydrates (between 15.13% and 77.53%), lipids (between 11.54% and
51.67%), and total fibers (between 28.14% and 50.52%) The samples showed semi-
crystalline profile in SEM, DSC, and DRx. The peel powder showed endothermic event
with peak temperature at 87.3 °C regarding the evaporation of the residual water in the
sample. Such event was not observed in the remaining powders of the used fruit.
Besides that, although buriti pulp, peel, and endocarp are sources of FAD, the peel
showed higher fiber percentage (50.52%), from which 49.97% are insoluble. The pulp
showed higher values of soluble fibers (10.64%) when compared against the other
analyzed by-products (p < 0.05). All buriti samples analyzed are considered sources of
potassium, calcium, and oily acids monounsaturated, such as the oleic acid (between
68.16% and 80.11%). However, besides the buriti pulp show 2.11% of polyunsaturated
oily acid, it was the only fraction that had phytosterols (1.74 mg/g), specially the
stigmasterol and B-sitosterol. The results show that both the pulp and by-products of
the buriti fruit can be considered sources of soluble and insoluble dietary fibers, since
30g of any of these samples covers more than 15% of the Dietary Reference Intake
(DRI). It is also worth notice, the amount of minerals and oleic acid in all samples,
which indicated that the fruit should be used in its integral form in the industrial
processing, as well as in different areas of biotechnological R&D due to its excellent
nutritional and functional potential.

Keywords: oleic acids, endocarp, phytosterols, minerals, epicarp.
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1 INTRODUCAO

O buritizeiro (Mauritia flexuosa) pertence ao bioma da Amazénia e do Cerrado
brasileiro (MILANEZ et al., 2016) (Figura 1). O processamento do fruto de buriti
demonstra ser importante para ampliar sua producéo e comercializacdo, visto que o
produto in natura apresenta limitaces, principalmente devido as caracteristicas fisico-
gquimicas relacionadas a elevada taxa de perda de agua e suscetibilidade a injurias

guando armazenado em ambiente refrigerado (FUJITA et al., 2014).

Figura 1 - Visao geral da palmeira de buriti. Regido de buritizais em Valencga, Piaui.
- .

Fonte: Arquivo pessoal.

Nas regides produtoras, a polpa ou mesocarpo do fruto do buriti é
predominantemente utilizado para o preparo de biscoitos (AQUINO et al.,, 2016;
BECKER et al., 2014), doces, sucos e sorvetes (CANDIDO et al., 2015), bem como
para a extracdo de Oleo (ZANATTA et al., 2010; AQUINO et al., 2012; SILVA et al.,
2016). Contudo, nao ha estimativas confiaveis do volume comercializado desse fruto e
de seus subprodutos em todo o pais, tendo em vista que a produ¢ao ocorre em baixa
escala e de forma artesanal, apesar destes frutos apresentarem grande potencial
biotecnoldgico e econbmico (ZANATTA et al.,, 2010; AQUINO et al., 2015, 2016;
CORDEIRO et al., 2015; SILVA et al., 2016).
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A polpa e o 0Oleo extraido dessa parte do fruto de buriti tem sido objeto de
alguns estudos em fungdo de seu valor nutricional e sensorial, sendo inclusive
considerado um alimento funcional devido ao seu conteido de compostos bioativos
como: carotenoides, tocoferois, compostos fendlicos e sua alta capacidade
antioxidante (DEMBITSKY et al., 2011; AQUINO et al., 2015; MEDEIROS et al., 2015,
ROMERO et al., 2015; MILANEZ et al.,, 2016; AQUINO et al., 2016). Tais
caracteristicas nutricionais podem contribuir no contexto da saude publica, devido a
diversidade de propriedades farmacolégicas e medicinais apresentadas como
antitumoral (SIQUEIRA et al.,, 2014), hipoglicemiante (BATAGLION et al., 2014),
antimicrobiana (KOOLEN et al.,, 2013), cicatrizante (BATISTA et al.,, 2012) e
antioxidante mediante prevencdo da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e enfermidades cardiovasculares (CASE et al., 2007). Ademais, 0s compostos
bioativos presentes no fruto Mauritia flexuosa, tem despertado interesse na industria
de comésticos, biocombustiveis e nanotecnologia (ZANATTA et al., 2010; CANDIDO
et al., 2015; SILVA et al., 2016).

Considerando tais aspectos, as analises térmicas e estruturais e a
caracterizacdo fisico-quimica e nutricional da polpa e dos subprodutos do
processamento do fruto do buriti, como a casca e o endocarpo, é fundamental para
apoiar a investigacao cientifica e a busca de novos produtos a serem utilizados na
area de biotecnologia sustentavel, e o presente estudo caracteriza o fruto e os
subprodutos liofilizados do buriti de modo detalhado, a fim de apoiar a utilizacdo
integral do fruto utilizando técnicas de processamento e conservac¢do, com a finalidade
de prolongar a vida de prateleira, preservar caracteristicas nutricionais e proporcionar
sua aplicacdo e comercializacdo de forma mais abrangente, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar os parametros nutricionais, as caracteristicas fisico-quimicas e
realizar analises térmicas e morfolégicas da polpa, casca e endocarpo de buriti apos a

liofilizac&o.
2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra

Foram coletados 300 frutos de buriti (Mauritia flexuosa L.) na cidade de Agua
Branca, municipio do estado do Piaui, Brasil, com latitude: 5°54’ 50,5" 8 e longitude:
42° 38’ 03,4". O periodo de coleta foi 0 més de dezembro de 2014. A exsicata de N°
30567 foi depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui

(UFPI), referente a M. flexuosa L. Os frutos foram selecionados quanto a sanidade e
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um mesmo estadio de maturacdo e em seguida, higienizados em agua contendo 25
ppm de hipoclorito de sédio comercial. Posteriormente, foi realizado o processo de
despolpa e separagdo das partes do fruto, obtendo-se a polpa ou mesocarpo, casca

ou epicarpo e o endocarpo (Figura 2).

Figura 2 - Fluxograma do processo de obtencdo das amostras liofilizadas.

Colheita do fruto
Laboratério de analises

Selegdo e lavagem &

Despolpa e Separacao de polpa,
casca e endocarpo

' Congelamento em ultra freezer :
(-70 °C) ¢

Desidratagdo a frio (72h) —> L;

Processamento em moinho

Fonte: Autoria propria.

Parte da polpa obtida foi analisada in natura (PN) e parte foi destinada a
liofilizacdo (PL). As outras amostras, casca (CL) e o endocarpo (EL), foram liofilizados
e analisados somente apds esse processo. Para o processo de liofilizacdo, as
diferentes partes do buriti foram congeladas separadamente em ultrafreezer, na
temperatura de -70 °C para em seguida, serem depositadas em bandeja de aco
inoxidavel do liofilizador modelo L101 (Liotop, S&o Carlos, Brasil) (Figura 2 e 3), que
foi hermeticamente fechado e acionado o sistema de congelamento e todas as
amostras foram liofilizadas em temperatura de -40 °C e pressao 500 mmHg por 72 h.

As amostras liofilizadas foram acondicionadas em embalagens plasticas e sob
refrigeracdo, para em seguida serem processadas (pulverizacdo) em moinho de rotor
tipo ciclone (TE-651/2-TECNAL) até a obtencdo de um p6 homogéneo (0,5 mesh).
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Figura 3 - Liofilizador utilizado para a desidratacdo a frio das amostras de buriti.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.2 Caracterizacéo fisica e rendimento dos frutos

O percentual do rendimento antes da liofilizagdo (R1) das amostras foram
obtidas pela relacdo com o peso total do fruto (PTF). A caracterizacao fisica dos frutos
foi realizada mediante as determinag6es do peso (g) médio em balanca semianalitica
e afericdo do diametro longitudinal — DL (mm) e transversal — DT (mm) com auxilio de
paquimetro digital com capacidade de 0 a 150 mm e resolu¢do 0,01 mm (Digmess,
S&o Paulo, Brasil).

Também foi realizado a avaliagédo percentual das partes do fruto: polpa, casca,
endocarpo e caroco. Para tanto, foi utilizado 10% da amostra, 30 unidades (PTF =
1460g), com os frutos ainda frescos, a fim de obter as mensurac¢fes fisicas como: o
peso médio do fruto (PMF), DL (mm), DT (mm) e a relacdo DL/DT. Para calcular o
rendimento das amostras apoés liofilizacao (R2), obteve-se o peso inicial (P;) das
amostras in natura e subtraiu-se pelo peso final (Ps) obtido apés a liofilizacdo e a

trituragcdo (Figura 4). Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.
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Figura 4 - Fruto e subprodutos de buriti, antes e apoés a liofilizacéo
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Fonte: Arquivo pessoal.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica e determinacdo da composicdo centesimal da

polpa e subprodutos em pé.

O po obtido a partir da trituracdo da polpa, casca e endocarpo de buriti foi
caracterizado fisico-quimicamente a partir das analises de atividade de agua (Aw), pH,
acidez total titulavel (ATT) e Brix°, de acordo com métodos descritos pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012), e todas as analises foram realizadas em
triplicatas. Quanto a composi¢cdo centesimal, as medidas realizadas foram teor de
umidade, cinzas, teor proteico, de lipideos, analise de fibra dietética total e fragbes

sollUveis e insolUveis.
2.3.1 Atividade de Agua (Aw)

A atividade de agua foi medida por intermédio de analisador de atividade de
adgua (marca Novasina, Aqualab, Sdo José dos Campos, Brasil), com capacidade de
identificar a agua livre disponivel para o metabolismo de microrganismos. Este
aparelho aplica o principio do ponto de orvalho, onde a agua € condensada em
superficie espelhada e fria, e detectada por sensor infravermelho. As amostras foram
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colocadas em vasilhames de plastico apropriados para inserir no equipamento e
determinar a umidade relativa ao transcorrer o tempo necessario para o equilibrio da

mesma (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma de analise de Aw das amostras de buriti.

Bioprodutos liofilizados

4.l
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LabStart aw

Leitura

Fonte: autoria prépria
2.3.2 pH

Foram adicionados 100 mL de agua destilada a 10g do p6 de polpa, casca e
endocarpo de buriti. Apds a completa homogeinizacéo e filtracdo em papel de filtro

gualitativo, a amostra teve seu pH medido em potencidmetro de bancada (Modelo
EEQ9002G-2, A. Cientifica, Santo André, Brasil) (Figura 6).

Figura 6 - Fluxograma de andlise de pH das amostras de buriti.

Pesa a amostra em triplicata, 10g

g il -
| ‘ Acrescenta 10mL de agua destilada,

homogeiniza, filtra e realiza a leitura do pH

Fonte: Autoria prépria.
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2.3.3 Acidez titulavel total (ATT)

As solucBes obtidas para andlise de pH foram transferidas para erlenmeyers de
250mL. A acidez foi entdo determinada por intermédio da titulacdo dessas solucdes,
com uma solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1M e utilizando solu¢do de
fenolftaleina 1% como o indicador (Figura 7). A acidez foi expressa em gramas de

acido citrico por 100g de produto.

Figura 7 - Fluxograma da analise de ATT em amostras de buriti.

a1 .

Amostras em Erlenmeyers| INDICADOR (fenolftaleina 1%)

“ n | TITULACAO (NaOH = |

PONTO DE VIRAGEM E LEITURA i

< - -~ —
§ Sobuglo pedrio
1 S0 NwOW 0.1 M

Fonte: autoria prépria

Bioprodutos liofilizados

2.3.4 Indice de refracéo (grau Brix°)

A escala Brix é utilizada na industria de alimentos para medir a concentracdo
de aclcares em produtos alimenticios. Assim, um grau Brix (1°Bx) é igual a 1g de
acucar por 100g de solucdo, ou 1% de acucar. Para a determinacdo da concentragcao
de agucares das amostras de buriti, utilizou-se refratbmetro (DR500, Nova
Instruments, Piracicaba, Brasil) (Figura 8).

O fundamento da refratometria utilizada nessa tese € bem simples, pois
considera que quando uma luz penetra num liquido ela muda de direcao (refracéo) e o

angulo de refracdo, medido em graus, indica a mudanca de direcéo do feixe de luz, de
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modo que um refratbmetro obtém e transforma os angulos de refracdo em valores de
indices de refracao (nD). Esse refratbmetro € um instrumento que pode ser usado para
medir concentracdes de solugcBes aquosas, consumindo apenas umas poucas gotas

da solucao; sua aplicacdo estende-se pelas areas de alimentos, agricultura a quimica.

Figura 8 - Fluxograma da analise do grau Brix° em amostras de buriti.

‘ Pesa a amostra ( aprox. 2g) ‘ Adiciona agua destilada para
diluir

Filtra e
realiza a
leitura

A -
\ / Refratometro digital

Marca NOVA DR500

Fonte: autoria propria.
2.3.5 Umidade

A determinacdo da umidade das amostras foi realizada mediante método
gravimétrico, até peso constante (AOAC, 2012). As capsulas de porcelana foram
taradas, colocando-as por 1 h na estufa a 105°C e em seguida, foram resfriadas em
dessecador (aprox.30 min) até a temperatura ambiente. Depois de tarada foram
pesados novamente (capsula vazia) e o valor foi anotado para calculos posteriores.
Em seguida, foram pesados cerca de 2g de amostra e transferidos para cadinho
previamente calibrado e seco. Essas amostras foram aquecidas em estufa (marca
Quimis) a 105°C durante 24 h, em seguida foram resfriadas em dessecador (aprox.30
min) até a temperatura ambiente. Depois foram pesadas a porcelana + amostra, e 0s
valores anotados em planilha para calculos posteriores, expressos em porcentagem

(%), de acordo com a férmula a seguir:

% U=100xN
P
N = n° de gramas de umidade (peso que restou da amostra depois de 24h)

P =n° de gramas da amostra.
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2.3.6 Cinzas

Para determinacéo do teor de cinzas procedeu-se com a identificagdo com um
lapis na parte inferior dos cadinhos, em seguida esses recipientes de porcelana foram
tarados e colocados em mufla a 550 °C por 1h. Em seguida, foram resfriados em
dessecador (aprox. 30 min) até a temperatura ambiente. Os cadinhos secos foram
pesados, anotando-se 0 peso, em seguida, pesou-se 3g da amostra no cadinho, que
foram carbonizados a uma temperatura de 250 °C (por aprox. 4h) para ndo haver
perda da amostra. Apo6s 4h, a temperatura da mufla foi elevada de 50 °C em 50 °C até
chegar 550 °C. Ao chegar a 550 °C, a amostra ficou incinerando por 24h, até
eliminagdo completa do carvdo (as cinzas ficam brancas ou ligeiramente
acinzentadas). Ap6s as 24h, os cadinhos foram resfriados em dessecador
(aproximadamente 30min) até a temperatura ambiente, pesados e o valor anotado em
planilha para calculos posteriores.

Teor de cinzas (%) = 100xN

P
N = n° de gramas de cinzas

P = n° de gramas da amostra
2.3.7 Teor protéico pelo método de Kjeldahl

A concentragdo de proteina bruta das amostras de buriti foi determinada
através do método de Kjeldahl. Para a solucéo digestora foram utilizados solucdo de
acido sulfadrico concentrado (H2SO.) (5 mL) acrescida de 2g de mistura catalitica
(sulfato de potassio 96% e 4% de sulfato de cobre). Apds a digestdo, as amostras
foram alcalinizadas mediante adicdo de solucdo de hidréxido de sdédio a 50% e
destiladas em equipamento especifico (marca TECNAL). Frascos erlenmeyer
contendo &cido bérico receberam a solucdo destilada, que foi titulada com solugéo de
acido cloridrico 0,1M até a mudanca de coloracdo para amarela, o valor gasto até o
ponto de viragem deve ser anotado e o teor protéico foi calculado utilizando férmula a

seguir:

Proteina =V x 0,14 x f

g
Onde: V = mL de NaOH gasto na titulagéo;

F = fator de converséo de nitrogénio (6,25);

g = gramas de amostra utilizada
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2.3.8 Lipideos totais

O teor lipidico foi determinado por extragdo direta em Soxhlet e o solvente
utilizado para a extragdo foi o hexano PA, durante um periodo de 6 h, conforme a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012).

2.3.9 Fibras totais e fracdes

Fibra dietética total (FDT), fibras sollveis (FS) e fibras insoltveis (FI) foram

analisadas por método gravimétrico enzimético (PROSKY et al., 1992).

2.3.10 Carboidratos

O teor de carboidratos totais foi obtido pela diferenca entre o total da amostra
(100%) e a soma da FDT, cinzas, umidade, lipideos totais e proteinas, segundo a
AOAC (2012).

2.3.11 Valor Energético Total (VET)

O VET foi calculado tendo como base os fatores de conversao para proteina (4
Kcallg), lipidio (9 Kcal/g) e carboidratos (4 Kcal/g), e expressos em quilocalorias
(Kcal/100g) da amostra (MERRIL, WATT, 1973) usando a seguinte formula:

Kcal = {[4 x g proteina] + [4 x g de carboidratos (carboidratos totais — fibra alimentar)]
+[9 x g lipideos] + [ 7 x g etanol]}.

2.4 Perfil de minerais

A analise de composi¢cdo mineral da polpa, casca e endocarpo do buriti foi
realizada através de espectrometria de fluorescéncia de raios X de energia dispersiva,
utilizando aparelho Energy Dispersive X-ray Spectrometer — EDX (EDX-720, Jap&o).
Para tanto, as diferentes partes do fruto foram colocadas em portas-amostra proprios
do aparelho lacradas em ambas as extremidades com filmes finos de polipropileno e
abertas em uma das extremidades para evitar extrusdo de amostras ao acionar o

Vacuo, para entdo serem analisadas em aparelho EDX (TAVARES et al., 2015).

2.5 Quantificacdo de acidos graxos e fitoesterdis por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

2.5.1 Extracdo lipidica para perfil de &cidos graxos
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A extracao de lipideos das amostras de polpa, casca e endocarpo do buriti para
as andlises do perfil de acidos graxos foi realizada utilizando o método Bligh, Dyer
(1959). Esse método utiliza a mistura de trés solventes: cloroférmio, metanol e agua. A
amostra é misturada com o metanol e cloroférmio, que estavam numa proporcao
formando uma s6 fase com a amostra. Em seguida, adiciona-se mais cloroférmio e
agua, promovendo a formacédo de duas fases distintas, uma de cloroférmio, contendo
lipideos, e outra de metanol mais agua, contendo substancias nao-lipidicas. A fase do
cloroférmio com a gordura foi isolada e, rotoevaporada para total evaporagdo do
cloroférmio. Em seguida, foi levada ao Laborat6rio de Geoquimica Organica da UFPI

(LAGO) para andlise do perfil de acidos graxos por CG-MS.

2.5.2 Obtencao dos ésteres metilicos de 4cidos graxos

O perfil de acidos graxos das amostras PN, PL, CL e EL foi determinado a
partir da esterificacdo do extrato lipidico para obtencdo de ésteres metilicos
(HARTMAN; LAGO, 1973), para realizar a quantificacdo dos 4cidos graxos e fitosterois
em cromatografia a gas Shimadzu GC-17A/MS-QP5050A (Kyoto, Japao). A separacao
cromatogréfica foi realizada através de coluna cromatografica capilar Rxi-5HT, 30 m x
0,25 mm, com a seguinte programacao de temperatura para o forno: temperatura
inicial de 70 °C (mantidos por 2 min.), seguida por uma rampa de aquecimento de 6°C
min.! até a temperatura final de 310°C (mantidos por 10 min.). O espectrdometro de
massas do tipo quadrupolo foi operado no modo ‘scan’ no intervalo de massas de 47 —
600 Da. A fonte de ions estava configurada para operagdo no modo ionizagao por
elétrons (El) a 70 eV. O tempo total de ‘scan’ para a corrida cromatografica foi de
52min, incluindo 3 min de solvent delay. Os &cidos graxos e fitosterdis foram
identificados por comparacdo por meio de grupos de retencdo e perfis de
fragmentacdo de massa e usando padréo Sigma-Aldrich. Os resultados foram
expressos em percentagem relativa de cada 4cido graxo e de cada fitosterol, a partir

de uma fracao total.
2.6 Caracteristicas térmicas, morfolégicas e reoldgicas

2.6.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um médulo calorimétrico exploratério
diferencial DSC 910 (TA - Instruments) (tipo fluxo de calor), acoplado a um analisador
térmico TA2000 (TA - Instruments). Nos ensaios, utilizou-se suporte de amostra de
aluminio, atmosfera de nitrogénio.
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O equipamento foi previamente calibrado para temperatura utilizando como
padrdes os pontos de fusdo de indio (156,4 °C) e zinco (419,5 °C) metdlicos, com
pureza de 99,99%. A calibracdo para energia foi feita com base na entalpia de fuséo
do indio metalico, AHws = 28,5 Jg*. Foram calculados os fatores de correcdo conforme
procedimento e especificacdo do fabricante. Para demonstracdo da influéncia dos
diferentes parametros, foi utilizado massa de cada amostra no valor de 5,0 mg,
aquecida sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL min?), na razdo de

aquecimento de 10 °C min para cada amostra do fruto de buriti.

2.6.2 Difracdo de raio-X (DRX)

Os difratogramas de raios X das amostra em pd prensados em porta amostras
de aluminio, foram obtidos a temperatura ambiente. As amostras foram analisadas no
intervalo de angulos de difragdo 26 variando de 5 a 80° numa velocidade 2 °C/mim
com voltagem de 40 kV e corrente 45 mA. As andlises foram realizadas em um
difratbmetro da marca PANalytical, modelo EMPYREAN SERIE 2, equipado com tubo
de cobalto com A= 1,78 nm e monocromador secundario para cobalto (Co). Esta
andlise foi aplicada ao produtos em pé de polpa, casca e endocarpo de buriti apds

liofilizac&o.

2.6.3 Microscopia eletrénica de varredura

O estudo da microestrutura e avaliagdo da morfologia e superficie dos pos de
polpa, casca e endocarpo de buriti foram realizados em Microscopio eletrénico de
varredura (MEV) Shimadzu SSX-550 Superscan. Os p6s foram fixados em suporte
metalico sob vacuo com posterior metalizacdo de uma fina pelicula de ouro. As
microfotografias de MEV foram obtidas em diferentes magnificagbes utilizando
voltagens de aceleracdo de 8 a 15 kV. A placa metalica foi recoberta com platina em
metalizadora da marca Emitech, modelo K 550, operando a 5m e 10 kV, fornecendo
uma cobertura de aproximadamente 25 pm. As imagens foram capturadas e

digitalizadas.

2.6.4 Propriedades reolégicas

O comportamento reoldgico da polpa, casca e endocarpo em po6 de buriti foi
determinado através de um reémetro rotacional de cilindros concéntricos tipo Searle
da Brookfield, modelo R/S plus SST 2000. As medidas foram feitas na temperatura de
25 °C, a qual foi ajustada através de um banho termostéatico acoplado ao equipamento.
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O equipamento forneceu os dados de tensdo de cisalhamento e taxa de deformacao
através do software RHEO V 2.8. As analises reoldgicas foram obtidas com variacéo
da taxa de deformacédo de 0 a 500 s-1 (curva ascendente) e de 500 a 0 s-1 (curva
descendente), com um tempo de 1 minuto e leitura de 25 pontos para cada curva. As
leituras foram feitas em triplicata e em cada medida foi utilizada uma nova amostra.
Foram tracadas as curvas da viscosidade aparente das amostras em funcdo das taxas
de deformacéo utilizando-se os dados experimentais de viscosidade e valores teéricos

calculados a partir do melhor modelo (Ostwald-de-Waelle), equacéo:
r=K(y)

Onde: 1= tensado de cisalhamento (Pa), K = indice de consisténcia (Pa.s), n =

indice de comportamento (adimensional), y = Taxa de deformacéo (s-1).

2.7 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia — ANOVA e pos teste
de Tukey, a 5% de nivel de significancia (p <0,05), utilizando o software SPSS (SPSS
INC. 14.0 for Windows Evaluation Version). Todas as analises foram realizadas em

triplicata.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas fisicas e rendimento do fruto in natura e liofilizado

Os coeficientes de variacdo revelaram baixa uniformidade dos frutos quanto
aos parametros analisados (Tabela 1), tendo em vista que no Brasil ndo existe um
cultivo planejado dos frutos, como ocorre em outros paises da América do Sul
(BROKAMP et al., 2011).

Apesar dos frutos do buriti avaliados no presente trabalho apresentarem maior
peso médio, o peso e consequentemente o rendimento da polpa e da semente foram
inferiores aos quantificados por Milanez et al. (2016), de 43,4% e 56,6%,
respectivamente. Tais resultados indicam que o desenvolvimento do fruto € fortemente
influenciado por fatores ambientais como temperatura, radiacao solar, precipitacdo de
chuvas, entre outros (MILANEZ et al., 2016) e que consequente, tais fatores interferem
no percentual de rendimento do fruto fresco e processado.

Apés a liofilizacdo, a casca (22,0%) e o endocarpo em pé (20,72%) obtiveram

maiores percentuais de rendimento, o que sugere potencial aplicabilidade desses dois
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subprodutos resultantes do processamento do buriti em detrimento ao descarte. E
importante destacar que o rendimento de polpa é um pardmetro de qualidade
importante para a industria de produtos desidratados, pois as variedades cujas frutas
possuem alto rendimento de polpa, conseguem maiores rendimentos no
processamento dos produtos finais (concentrados), o que pode representar
possibilidade de maior lucratividade para as industrias. De modo geral, o fruto do buriti
analisado apresentou forma elipséide-oblonga que é a forma mais comum deste fruto,
em comparacdo com a globular-oblonga, corroborando com os resultados reportados
por Lorenzi et al. (2010) e Milanez et al.(2016).

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e rendimento do buriti (Mauritia Flexuosa) antes e
apos o processo de liofilizagéo.

Variaveis Média + E.P.M CV (%) R1 (%) R2 (%)
Peso do fruto inteiro” 48,7(91) 1,3 2,7 - -
Peso polpa 11,0+ 0,9 7,9 22,6 17,3
Peso da casca (epicarpo) 13,0+ 0,6 4,5 26,7 22,0
Peso do endocarpo 8,1+0,8 9,7 16,6 20,7
Peso da semente 16,6 £0,5 2,9 34,0 -
Diametro transversal (cm) 43+0,2 5,0 - -
Diametro longitudinal (cm) 53+0,5 9,1 - -

(*) De 300 frutos selecionados, 10% foram avaliados quanto as caracteristicas fisicas e
rendimento. (R1) Rendimento in natura; (R2) Rendimento apds liofilizacdo e preparo das
farinhas em moinho (R2 = Pi — P¢/100). CV = Coeficiente de variagéo.

3.2 Caracterizagao fisico-quimica do fruto

A polpa liofilizada do buriti apresentou maior teor de nutrientes em comparagao
a polpa in natura (p < 0,05), fato relacionado a reducéo do teor de agua do alimento
apos o processo de liofilizacdo, tornando-o mais concentrado. A casca liofilizada
demonstrou ser rica em carboidratos e o endocarpo liofilizado apresentou consideravel
teor de cinzas em comparacao as demais amostras analisadas (p<0,05) (Tabela 2).

Foi observado que o percentual de lipidios passou de 26,6% na polpa in natura
para 51,7 £ 0,1% na polpa liofilizada, indicando que a polpa é fonte de lipidios,
lembrando que dela se extrai o 6leo de buriti considerado fonte de carotenoides,
tocoferois e acidos graxos monoinsaturados, portanto, produto com potencial funcional
(AQUINO et al., 2012b; AQUINO et al., 2015; MEDEIROS et al., 2015).

Os subprodutos do fruto pesquisado mostraram serem fontes de carboidrato.
Além disso, a concentracdo de carboidratos geralmente aumenta em polpas de frutas
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desidratadas quando comparadas com suas respectivas polpas in natura (FILIP et al.,
2016) (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas da polpa e subprodutos liofilizados de buriti
(Mauritia flexuosa L.) coletados em Agua Branca-PI, Brasil.

Analises/Amostras Polpain PolpaP® Casca’ Endocarpo®
natura @

CAW 1,0+£0,0? 0,6 £0,0° 0,2 +£0,0° 0,4 +0,0°
pH 3,9+0,0° 4,1+0,0° 3,5+0,0¢ 3,7+0,0°
'ATT 7,6 £0,2° 8,1+0,42 2,6 £0,1¢ 4,1+0,1°
Brix 7,7+0,18 58+0,3° 2,8+0,1° 1,3+0,1¢
Umidade 54,8 + 0,62 4,8+0,2° 3,3+0,2° 5,2+0,1¢
Cinzas ¢(b.s./bu) 2,7£0,0° 2,2 +0,0¢ 2,9+0,2° 4,6 +0,02
Proteinas 9(b.s./bu) 2,5+0,1¢ 5,6 + 0,22 4,1+0,0° 4,8+0,2°
Carboidratos 9(b.s./b.u.) 15,1 + 0,3 35,7 + 0,5°¢ 77,5 +0,22 73,8 +0,1°
Lipideos 9(b.s./b.u.) 26,6 +0,3° 51,7+0,1? 12,1 +£0,0° 11,5+0,1¢
Fibras totais ¢(b.s./b.u.) 38,0 £0,3" 38,9 +£0,6° 50,5+ 0,52 28,1 +0,0°

Insolaveis (FI) 27,3+0,4° 28,8 +0,9° 499 +1,18 24,7 + 0,0°

Soluveis (FS) 10,6 + 0,12 10,1 + 0,22 0,5+0,0° 3,5+0,1°
Relacédo FI/FS 2,6 £0,3° 2,8 +£0,5° 90,8+0,72 7,1+0,0°
Energia (Kcal/1009) 309,8 +4,2¢ 630,3+0,7% 4358+0,9° 4183+0,7°

Médias + desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05). 2PN = polpa in natura; ® PL = Polpa liofilizada; ¢ CL = casca liofilizada;  EL =
endocarpo liofilizado; © Aw = Atividade de agua; f ATT = acidez total titulavel; 9( b.s./b.u.) = base
seca/base Umida da amostra.

Ademais, no presente estudo foi observado um decréscimo em torno de 25,0%
dos solidos soluveis apés a liofilizagdo, resultado justificado pela perda varidvel de
sélidos soluveis (Brix) que é dependente do teor inicial de umidade das frutas, uma
vez que o alto teor de umidade na polpa in natura pode facilitar a difusdo de solidos
soltveis durante a desidratacéo e vice-versa (FERNANDES et al., 2011).

A polpa do buriti, seja liofilizada ou in natura, apresentou o maior percentual de
fibras sollveis, enquanto a casca do buriti apresentou 0 maior teor de fibra insoltvel.
Uma maior quantidade da fracdo insoluvel das fibras na casca é um indicador da
presenca de celulose e hemicelulose (MARTINEZ et al., 2012), o que pode ser
considerado vantajoso porque as fibras insollveis podem ser utilizadas pela industria

alimentar como um ingrediente para aumentar o teor de compostos insolaveis
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indigeriveis adicionados em alimentos, podendo ser benéfico na melhoria de
propriedades reolégicas de produtos, bem como na salde humana relacionados ao
aumento da saciedade e do volume e peso da massa fecal, por promover a melhoria
do funcionamento do sistema digestivo (ELLEUCH et al., 2011). Por outro lado, a
presenca de fibras sollveis na polpa do buriti também apresenta vantagens, uma vez
gue quando incorporadas a alimentos, proporcionam viscosidade, capacidade para
formar géis e/ou atuam como emulsionantes, em comparacdo com a fibra insoltvel.
Ademais o consumo de alimentos que contém fibras sollveis pode auxiliar na redugéo
da glicemia e colesterol (MUDGIL, BARAK, 2013).

A polpa in natura atendeu a recomendacdo de Spiller (1986) na qual a
propor¢cdo entre fibras insollveis e solluveis deve estar no intervalo de 1,0 - 2,3, de
modo a obter os efeitos fisiolégicos no organismo associados com ambas as fracées.
A polpa, a casca e o endocarpo do buriti podem ser considerados fontes deste
nutriente, uma vez que uma porcdo de 30 g de qualquer uma das amostras atende a
mais de 15% das Dietary Reference Intake (DRI) (IOM, 2005) que preconiza o
consumo de fibra alimentar total entre 21 a 38 g/dia, considerando a faixa etaria, o
estado fisiolégico e 0 sexo. A polpa, a casca e o endocarpo do buriti apresentaram
menor teor de fibras sollveis em comparacdo ao teor destas quantificados por
Martinez et al. (2012) em subprodutos de outras frutas como manga (28,2%),
maracuja (35,5%) e goiaba (11,1%), entretanto, a casca do buriti apresentou maior
concentracdo de fibras insollveis quando comparada aos subprodutos de manga
(41,5%) e maracuja (46,0%).

A reducdo da atividade de agua (Aw) foi observada nos produtos liofilizados,
conforme o esperado apds 0s processos de desidratacdo. Aw é considerada 6timo
parametro para avaliar a qualidade de produtos desidratados e tem sido muito utilizada
pela indUstria para predizer a estabilidade dos produtos processados, diretamente
relacionada ao crescimento microbiolégico no qual cada micro-organismo apresenta
um valor ideal de Aw para o seu crescimento, visando o controle microbioldgico dos
alimentos concentrados e semiimidos (CORREA et al., 2011).

Ressalta-se que este trabalho objetivou realizar a caracterizacao fisico-quimica
completa do fruto do buriti, considerando-o de forma integral, o que pode ampliar os
conhecimentos e aumentar as areas de aplicacdo em Pesquisa, Desenvolvimento e
Inovacao (P, D & I) a partir da casca e do endocarpo do fruto. Os dados cientificos sao
escassos, em relacdo a frutos de espécies nativas do Brasil pertencentes a familia

Arecaceae, a exemplo do buriti (Mauritia vinifera Mart), da gueroba [Syagrus oleracea
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(Martius) Beccari] e do bacuri (Scheelea phalerata Mart.), porém estes tém despertado
a atencao por suas caracteristicas funcionais e nutracéuticas (LORENZI et al., 2010).
Outro ponto importante a ser discutido € que estudos realizados com os frutos
do buriti demonstraram limita¢cdes quanto ao consumo in natura desta fruta, devido
principalmente as elevadas taxas de perda de agua e suscetibilidade a injdria por frio
guando armazenados em ambiente refrigerado (SANTELLI et al., 2009; FUJITA et al.,
2014), o que incentiva a busca pelo processamento da polpa e sua utilizacdo na
elaboragdo de novos produtos, e a liofilizacdo constitui um método eficaz de
preservacao e conservacao de nutrientes, além de prolongar a vida de prateleira dos
alimentos (NAKAGAWA, OCHIAI, 2015). Contudo, o aumento do processamento da
polpa de buriti deve vir associado ao aproveitamento das demais partes do fruto, bem
como da caracterizagdo quimica e fisico-quimica, o que podera subsidiar um destino

sustentavel dos subprodutos do buriti, do ponto de vista ambiental e nutricional.

3.3 Perfil de minerais

O endocarpo liofilizado (EL) apresentou os maiores teores de calcio e cobre e
em conjunto com a polpa liofilizada (PL) tiveram maiores teores de potassio, assim
como maior teor de manganés em conjunto com a polpa in natura. Contudo, a casca
apresentou maiores teores de fdsforo, ferro e foi o Unico subproduto a apresentar
cromo em sua composi¢céo mineral (Tabela 3).

De uma maneira geral, o processo de liofilizacdo manteve os teores de
minerais na polpa de buriti, todavia, foi observada uma reducéo, entre 18,92 % e
22,22%, dos minerais calcio, magnésio e manganés. A liofilizacdo preserva as
propriedades originais do produto, como minerais, vitaminas, compostos bioativos,
além da cor e do aroma (NAKAGAWA; OCHIAI, 2015; MARQUES et al., 2009),
contudo Marques et al. (2009) relatam a reducdo do teor de minerais apos a
liofilizacdo e apods a reidratacao de frutas liofilizadas.

De acordo com o IOM (1997), a Ingestédo Diaria Recomendada de potassio
(IDR) para adultos é de 700 mg/dia e uma por¢éo de 25g de polpa de buriti in natura
apresenta 168,00 mg, polpa liofilizada de buriti apresenta 178 mg, da casca
apresenta 148,75 mg e do endocarpo é 178,25 mg, demonstrando que as diversas
amostras de buriti analisadas atendem a mais de 21,25 % das IDR para este mineral.
A IDR de calcio para adultos é de 800 mg/dia, assim, observa-se que uma por¢éo de
25 g da polpa in natura de buriti atende a 4,62 % destas IDR, 25 g da polpa liofilizada
de buriti atende a 3,75 % das IDR, 25 g da casca liofilizada atende a 3,16 % e do
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endocarpo liofilizado atende a 4,97 % das IDR de céalcio. Em adicdo, uma porcdo da
polpa in natura ou liofilizada bem como de qualquer subproduto do buriti analisado,
atende a mais de 100 % das IDR do mineral manganés, o qual € considerado
componente estrutural de enzimas no organismo, protegendo as membranas
celulares contra processos oxidativos (KONCZAK; ROULLE, 2011).

Todas as amostras de polpa e subprodutos do fruto do buriti analisadas no
presente estudo s@o consideradas fontes de potassio, mineral importante para o
controle da pressédo arterial e melhora da fungdo cardiovascular (BERRY et al.,
2010), no entanto, ndo sdo consideradas fontes de calcio, mineral que apresenta
fungbes bem descritas no metabolismo ésseo e na prevengcdo a osteoporose
(SHARMA et al., 2010; KIM et al., 2015). Ademais, a inser¢do de alimentos na dieta
ocidental que contenham tanto o calcio como o potassio pode determinar efeito
benéfico sobre a reabsorcdo Ossea e até mesmo aumento da densidade éssea
(KARP et al., 2009).

Tabela 3 - Composicdo mineral de polpa e subprodutos de buriti coletados em Agua
Branca-PI, Brasil.

Minerais Polpa

(mg/1009) in natura PL’ CL’ EL’
Potassio 672,0 £ 0,4° 712,0 £ 0,42 595,0 + 0,3¢ 713,0£0,3?
Calcio 148,0 +0,3° 120,0 £0,3° 101,0 + 0,44 159,0 £ 0,12
Cloro 65,0 + 0,2° 72,0 £ 0,22 53,0+ 0,1° 41,0 +0,34
Magnésio 50,0 £ 0,32 40,0 +0,2° 41,0 +0,1° 39,0 +0,3°
Fésforo 21,0 £0,2° 19,0 £ 0,1° 26,0+£0,12 11,0+ 0,1°
Manganés 18,0 + 0,22 14,0 £ 0,2° 14,0 £ 0,1° 18,0+ 0,12
Enxofre 12,0 £ 0,22 12,0 £ 0,22 11,0+ 0,12 6,0 +0,3°
Ferro 2,0 +£0,02° 2,0 +0,04° 19,0 £ 0,022 2,0 +0,03°
Zinco 1,0 £ 0,01° 1,0 £ 0,02° 1,0 £ 0,022 1,0 +0,02°
Cobre (ug) 0,40+0,01° 0,40 % 0,01° 1,0 £ 0,01° 1,0 + 0,012
Cromo (ug) “nd “nd 4,0+ 0,018 “nd

Médias = desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). *PL, CL e EL = Polpa, casca e endocarpo liofilizados; respectivamente; **nd =
nao detectado.
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A casca liofilizada do buriti foi a Unica amostra analisada a ser considerada
fonte de ferro, atendendo a 33,93 % das IDR deste mineral que é de 14 mg/dia
recomendadas para adultos. Todavia, este resultado deve ser avaliado com cautela
devido a alguns fatores que podem afetar a biodisponibilidade desse mineral para o
corpo humano (TANIGUCHI et al., 2017).

A casca do buriti apresentou maior teor de fésforo, ferro e cromo e menor teor
de cobre e zinco quando comparada a casca de outras frutas nativas da Amazénia
como o bhirib4d (Rollinia mucosa), cubiu (Solanun sessiliflorum Dunal), sapota
(Quararibea cordata) e umari (Poraqueiba sericea Tul.) (BERTO et al., 2015).

Apesar de ndo ser consideradas fontes dos demais minerais, a polpa in
natura e liofilizada, bem como a casca e o endocarpo do buriti apresentam minerais
importantes em sua composicdo requeridos para o funcionamento normal do
organismo (BROADLEY, WHITE, 2010) e o consumo das amostras analisadas pode

contribuir para alcancar as IDR de cada mineral.

3.4 Perfil de &cidos graxos e fitosterodis

A polpa do buriti seja in natura (PN) ou liofilizada (PL) apresentou o maior
percentual de acidos graxos monoinsaturados, com destaque para o0 acido oleico.
Contudo, a casca liofilizada (CL) apresentou maior percentual de &cidos graxos
saturados e poli-insaturados, além de ser o Unico subproduto do buriti a apresentar
fitosterdis em sua composicdo (Tabela 4).

O percentual de acidos graxos presentes na polpa in natura avaliada no
presente estudo foi semelhante ao quantificado por Darnet et al. (2011), apresentando
75,7% de acido oleico, 18,9% de acido palmitico, 2,1% de &acido linoleico, 1,7% de
acido araquiddnico, 0,3% de &cido palmitoléico e 1,3% de estearico. A proporcéo de
acidos graxos presentes na polpa também foi semelhante a encontrada no 6leo de
buriti (AQUINO et al., 2015, MEDEIROS et al., 2015), considerando que o 6leo €&
extraido desta fracéo do fruto.

Nosso estudo avaliou a composi¢ado de acidos graxos das diversas partes do
fruto do buriti e os resultados ressaltam a importdncia da identificacdo e
guantificacdo de acidos graxos em alimentos, tendo em vista que estudos clinicos e
epidemioldgicos tém estabelecido que tanto a quantidade como o tipo de gordura

presente nos alimentos possui influéncia sobre fatores de risco cardiovascular,
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incluindo a concentracdo de lipidios e lipoproteinas plasméticas e presenca de
processos inflamatorios (IGBAL 2014; LEE, PARK, 2014; TIAN et al., 2016).

Tabela 4 — Percentual médio de acidos graxos e fitosterdis em polpa e subprodutos de
buriti coletados em Agua Branca-PI, Brasil.

Acidos graxos (%) PN2 PLP CLP ELP
Acido palmitico (C16:0) 15,9 17,7 20,8 16,7
Acido estearico (C18:0) 4.6 1,6 2,4 1,5

Total saturados 20,6 19,3 23,2 18,2
Acido palmitoléico (C16:1) *nd *nd 0,8 *nd
Acido oléico (C18:1) 79,1 80,1 67,4 78,3

Total monoinsaturados 79,1 80,1 68,2 78,3
Acido linoléico (C18:2) *nd *nd 2,1 1,7
Acido linolénico (C18:3) *nd *nd *nd *nd

Total polinsaturados *nd *nd 2,1 1,7
B-sitosterol *nd *nd 1,4 *nd
Estigmasterol *nd *nd 0,4 *nd

Total de fitosterdis *nd *nd 1,7 *nd
TOTAL identificado 99,7 99,4 97,8 98,2

2 PN = polpa in natura; ® PL, CL e EL = Polpa, casca e endocarpo liofilizados;
respectivamente; *nd = ndo detectado.

Esta pesquisa também avaliou a quantificagdo de fitoester6is na casca de
buriti liofilizada, tais compostos sdo responsaveis por reduzir a absorcdo de
colesterol no intestino em até 30% por competicdo devido a semelhanca estrutural
entre as duas moléculas, além de reduzir os niveis de LDL-colesterol sérico entre 8 e
10% se consumidos entre 1,6 - 2 g de fitoesterodis/dia (MARANGONI, POLI, 2010;
PLUMB et al.,, 2011). Diferentemente de nosso estudo no qual ndo foram
identificados fitosterdis na polpa do buriti, Dembitsky et al. (2011) quantificaram 2,5
mg de brasscaesterol, 16mg de campesterol, 38,5 mg de estigmasterol, 154,5 mg de
B-sitosterol e sitostanol em 100g de polpa do buriti, além de 8 mg de campesterol, 6
mg de estigmasterol e 6 mg de B-sitosterol e sitostanol na semente desta fruta.

A casca de buriti liofilizada apresentou maior teor de [-sitosterol e de
estigmasterol, quando comparadas as quantidades presentes em cascas liofilizadas
de variedades de bananas, entre 269 a 601 mg/kg de B-sitosterol e entre 194 a 328
mg/kg de estigmasterol (VILLAVERDE et al.,, 2013) e em polpas de frutas exoticas
como mucuja (Couma rigida M.) que apresenta 64,3 mg de B-sitosterol e 12 mg de

estigmasterol, acai (E. oleracea M) com 94 mg de -sitosterol e 12 mg de
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estigmasterol, inaja (Maximiliana maripa D.) com 79,5 mg de B-sitosterol e 7,5 mg de
estigmasterol e uxi (Endopleura uchi C.) que apresenta 88 mg de [3-sitosterol e 12 mg
de estigmasterol) (DEMBITSKY et al., 2011). Porém, a casca do buriti apresentou
menor concentragdo de B-sitosterol e estigmasterol em comparacdo a casca da
cherimoya (Annona cherimola), fruta exética nativa do Peru e Equador (GARCIA-
SALAS et al., 2016).

3.5 Caracteristicas térmicas, morfolégicas e reoldgicas

3.5.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (Diferential Scanning calorimetry -
DSC)

Alguns métodos termo-analiticos servem para avaliar caracteristicas fisicas
(estabilidade, ponto de fus&o, cristalizacdo e oxidagdo) de produtos naturais como
polpa, casca e endocarpo de buriti liofilizados e processados na forma de p6, numa
tentativa de predizer a vida de prateleira desses bioprodutos, ricos em 0Oleos poli-
insaturados e muitos outros nutrientes antioxidantes, visto que a deterioracdo oxidativa
nos alimentos contendo lipidios € responsavel pela formagcdo de sabores estranhos
gue reduzem a qualidade sensorial e nutricional dos mesmos, além da producdo de
compostos quimicos com implicacdes indesejaveis (VALERO, CARRASCO, GARCIA-
GIMENO, 2012). Nas Figuras 9 (A, B e C) estdo representados os termogramas de
DSC dos poés da polpa, casca e endocarpo de buriti.

Nas ultimas décadas, as técnicas termo-analiticas adquiriram importancia
crescente em todas as areas de conhecimento da quimica basica e aplicada.
Entretanto, vale ressaltar que a avaliacdo da qualidade de produtos naturais, ndo
depende apenas da composicdo quimica deste, pois também estd relacionada a
qualidade da matéria-prima, as condi¢cbes a que foi submetido o produto durante o
processamento e condicdes de estocagem (CAVALCANTI MATA et al., 2005). A
utilizagéo dessas metodologias, dotada de grandes potencialidades, foi favorecido pela
disponibilidade de instrumentos controlados por microprocessadores, capazes de
fornecer informacdes quanto ao comportamento térmico dos materiais de forma
precisa e tempo relativamente curto (BERNAL et al., 2002).

O p6 da casca apresentou um evento endotérmico com temperatura de pico
de 87,8 °C referente a evaporacdo da agua residual presente na amostra. Este evento
nao foi observado nos demais pés do fruto em questdo, o que pode indicar que alguns
componentes presentes na casca apresentam maior afinidade pela agua sendo

necessarias temperaturas maiores para sua eliminagéo (0 que nao ocorre no processo
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de liofilizacdo) ou, ainda, que o material pode ter adquirido alguma umidade apos o
processo de secagem. Além disso, observou-se a presenca de 3 picos exotérmicos
entre as temperaturas de 240 e 530 °C provavelmente relacionados a degradacao dos
componentes presentes na casca sendo que o pico em torno de 296 °C esta presente

apenas no termograma do p6 da casca (Figura 9B; Tabela 5).

Tabela 5 - Propriedades térmicas das amostras de buriti por DSC.

Amostras/Analises  Tinicial °C)  Tpico °C)  Tiina (°C)  AT(T:-T)) AH (J/9)

Polpa
Pico exotérmico 307,0 331,0 341,0 33,5 0,15
363,0 385,0 414,0 51,0 0,11
418,0 423,0 437,0 19,0 0,02
485,0 506,0 520,0 35,0 0,02

Casca
Pico endotérmico 37,7 87,8 145,8 108,1 0,63
Pico exotérmico 249,0 296,2 310,9 61,9 0,12
368,0 422,9 470,1 102,1 0,97
488,2 510,2 526,6 38,4 0,07

Endocarpo

Pico exotérmico 212,0 245,0 282,0 70,0 0,15
292,0 327,0 343,9 51,9 0,52
4110 433,0 465,0 54,0 0,18
483,0 506,0 531,0 48,0 0,09

* Temperatura (T), Intervalo de reagéo (AT), Variagao de entalpia (AH (J/g))

As curvas de DSC do endocarpo e da polpa sdo semelhantes entre si
(Figura 9) nas quais foram observadas a presenca de eventos exotérmicos de
degradacao a partir de 200 °C. O evento com temperatura de pico de 327 °C presente
no endocarpo sofreu um deslocamento para 331 °C na polpa (Tabela 5) que
necessitou de uma maior temperatura para iniciar o processo. Observou-se, ainda,
gue os eventos presentes no pd da polpa foram menos intensos que 0s do endocarpo
0 que indica que foi necessario menor energia para a degradacdo dos componentes
encontrados no p6 da polpa. Esta menor temperatura para ter seus componentes
desorganizados observada na amostra de polpa liofilizada de buriti, sugere que as
diferencas fisico-quimicas como forma e distribuicdo de fibras, assim como a presenca
de lipidios no material analisado altera o comportamento térmico.
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Vale considerar que em Calorimetria Exploratoria Diferencial, realiza-se a
medida da variagao de entalpia (AH) que ocorre entre a amostra e a referéncia durante
0 processo de aquecimento e/ou resfriamento. De modo que nesses experimentos, a
forma, a posicdo e o nimero de picos sdo Uteis para andlise qualitativa, enquanto a
area sob os mesmos é de interesse quantitativo e, portanto, torna-se importante
conhecer como fatores externos podem afetar estas caracteristicas para analise
adequada dos resultados em DSC (BERNAL et al., 2002).

Figura 9 - Curvas DSC da polpa (a), casca (b) e endocarpo (c) de buriti, massa de
amostra (5 mg). Suporte de amostra de aluminio com tampa, dindmica de nitrogénio
(50 mL mint), na razdo de aquecimento de 10 °C min para cada amostra do fruto de
buriti.
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3.5.2 Difracéo de raios-X

Essa € uma técnica comumente realizada para avaliar e confirmar a estrutura
cristalina ou amorfa de produtos na forma de p0, sejam eles inorganicos ou organicos
e de forma geral, o material cristalino mostra uma série de picos agudos, enquanto
gue um produto amorfo produz um amplo padréo de fundo, com estrutura sem ordem
a longo alcance, onde os picos ndo sdo bem definidos. Essa técnica € baseada na
difracdo de radiagdo eletromagnética de comprimentos de onda na ordem de 10° a
1012 m, por materiais cristalinos ou policristalinos, utilizada para caracterizar materiais
na forma de pés, filmes finos e amostras espessas (CHERIEGATE, 2012).

Diante disso, foi observado na Figura 10 os difratogramas dos pés de polpa,
casca e endocarpo de buriti, obtido pelo mesmo processo de secagem, a liofilizacao, e
revelaram que o processo de secagem gerou pos semi-cristalinos, tal fendbmeno pode
ser observado nessas amostras em virtude da presenca de picos mais largos e de
maior intensidade localizados em torno dos angulos de difracédo (20 ) 15 a 25° e um
estreito de menor intensidade (proximo de 90°). Este resultado reforcou o que foi
obtido na anélise de microscopia de varredura eletronica (MEV), na qual se visualizou

estruturas pouco amorfas nos pos obtidos por liofilizagdo (Figura 11).
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Figura 10 - llustracéo de difratogramas de polpa, casca e endocarpo de buriti, obtido

pelo processo de liofilizago.
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Caparino et al. (2012) em seu estudo sobre o efeito de métodos de secagem
sobre as propriedades do p6 de manga encontrou resultados ao avaliar o pé de
acerola, no qual o processo de secagem por liofilizacdo gerou um p6 de caracteristicas
amorfas, com picos pouco elevados. De igual modo, outro autor estudando a estrutura
da amora liofilizada encontrou como resultado do difratograma um material com
estrutura sem ordem a longo alcance, com obtencéo de picos pouco definidos e sem
formacgao de estrutura cristalina naquela fruta liofilizada (CHERIEGATE, 2012).

3.5.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A MEV é um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a analise de
caracteristicas microestruturais de objetos sélidos, de modo que a principal razdo de
sua utilidade é a alta resolugcdo que pode ser obtida quando as amostras sao
observadas. Assim, valores da ordem de 2 a 5 nm sdo geralmente apresentados por
instrumentos comerciais, enquanto instrumentos de pesquisa avancada sao capazes
de alcancar uma resolucdo menor que 1 nm. Portanto, o uso desta técnica vem se
tornando mais freqiente por fornecer informactes de detalhe, permitindo aumentos
acima de 50.000 vezes e imagens tridimensionais de alta resolu¢do ( > 1 nm), o que
torna essa técnica bastante versétil (DOMINGUES et al., 2008; DEDAVID et al., 2007).
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O estudo da microestrutura foi realizado nos bioprodutos em pé obtido de
diferentes partes do fruto de buriti a fim de verificar as mudancas da microestrutura do
pé produzido a partir da polpa, casca e do endocarpo. Os resultados gerados pelo
MEV séo mostrados na Figura 11A, B e C com imagens da polpa, casca e endocarpo

liofilizados de buriti, em ampliacdo de 1000x.

Figura 11 - MEV (Microscopia Eletronica de Varredura) do pé de polpa (a), casca (b) e
endocarpo (c) do fruto de buriti desidratado por liofilizacdo. Resolu¢cdes de 1000x.

e Mag WD Det No. Mag WD Det
x 1000 46 SE 1 x 1000 46 SE

Fonte: autoria propria

De maneira geral as superficies dos pos desidratados sem adi¢do de adjuvante
de secagem, pelo método de liofilizacdo, apresentaram-se enrugados com depressdes
provocadas pela retirada de agua do processo, conforme Figura 11 (polpa - A, casca
— B e endocarpo — C).

Nossos achados demonstraram que o processo de liofilizacdo gerou pés com
caracteristicas e estruturas pouco amorfas para as trés amostras avaliadas (Figura
11), conforme MEV, mas que em DRXx verificou-se a semi-cristalinidade. As estruturas
amorfas podem ser visualizadas em sistemas constituidos de frutose, que em nossas
amostras a polpa apresenta maior quantidade, e tais estruturas sdo caracterizadas por
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um estado desordenado em que ndo ha repeticdo de formas geométricas e presenca
de faces planas bem estabelecidas, sendo comuns em produtos liofilizados
(MOSQUERA et al., 2010). No estudo de Ribeiro (2014) em que o autor avaliou por
Microscopia Eletrbnica de Varredura o pd de polpa de acerola desidratada em
liofilizador sem adicdo de maltodextrina, as micrografias encontradas foram
semelhantes ao de nosso estudo.

A presenca de acucares, especialmente na polpa em p6 (Figura 11A) é um
fator de predisposicado para a obtengcdo de um p6é com microestrutura mais amorfa,
assim como a aplicacdo do processo de liofilizacdo, pois segundo Carneiro (2014), o
mecanismo da liofilizagdo, composto por congelamento seguido de secagem, induz a
obtenc&o de produtos no estado amorfo devido ultrapassagem da Tg (temperatura de
transicdo vitrea) durante o congelamento que fard com que a solucdo amorfa
concentrada fiqgue menos viscosa podendo ocorrer um colapso do produto no
momento em que o gelo é sublimado. Este colapso é devido a fluidez de liquido
viscoso para dentro de camadas de interface, seguido do aparecimento de uma
camada provocada pela expansdo da matriz durante a ebulicdo, que atua como uma
barreira, caracterizando assim a estrutura amorfa.

Essa temperatura de transicdo vitrea (Tg) € uma transicdo caracterizada por
uma interrupcdo na relacdo entre temperatura e capacidade calorifica e esti
diretamente relacionada com a proporcdo dos componentes, de maneira que ha um
aumento com o peso molecular de materiais poliméricos usados na formulacdo, e ha
uma diminuicdo com o aumento da umidade (CAVALCANTI MATA et al., 2005).

A casca e o endocarpo de buriti, possuem maior quantidade de componentes
insoluveis (fibras) que a polpa, assim como menor teor de agucares, de forma que
apresentaram no estudo de microscopia (MEV), uma relacdo morfoldégica mais

préxima e esses dados sao semelhantes também nas curvas de DSC e DR-x.

3.5.4 Propriedades reoldgicas

Os dados experimentais de tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento
das curvas de fluxo ascendente obtidos no re6metro, foram ajustados ao modelo
reoldgico de Ostwald-de-Waele (Lei da Poténcia) para a obtencdo dos parametros
com a finalidade de descrever o comportamento reoldgico das solugdes de buriti,
obtidas a partir da polpa, casca e endocarpo em pd liofilizados.

O modelo Lei da Poténcia foi escolhido para obtencdo dos parametros de

indice de consisténcia (K) e indice de comportamento de fluido (n), por ser muito
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usado para descrever o comportamento de alimentos devido a sua simplicidade e
ampla aplicabilidade nas analises tedricas e na préatica de célculos de engenharia
(BRANCO, GASPARETTO, 2005). Esse modelo da Lei da Poténcia ajustou
apropriadamente o reograma das solu¢cdes de buriti com alto coeficiente de
determinacéo (R?).

As amostras de polpa e endocarpo exibiram um comportamento
pseudoplastico, em virtude dos valores de indice de comportamento do fluido (n)
serem menores que 1 (n < 1), em temperatura de 25 °C, entretanto a casca
apresentou comportamento dilatante com n > 1 (Tabela 6), por causa do elevado teor
de fibras insollveis presentes na casca (49,97 + 1,12). De acordo com Bourne (1982),
o comportamento dilatante é encontrado em fluidos que contém uma proporgao
elevada de particulas rigidas insolUveis em suspensdo, como alguns tipos de mel e
suspensodes de amido, ou mesmo como a casca do fruto de buriti avaliado no presente

estudo que foi caracterizado com elevado teor de fibras insoltveis.

Tabela 6 - Pardmetros reologicos das solugdes do buriti obtidos pela aplicagdo do
modelo da Lei da Poténcia.

Amostra Parametros
K (Pa.s) n R?
Casca 0,001 + 0,000 1,472 + 0,066 0,99
Endocarpo 3,038 £ 0,623 0,380 £ 0,035 0,86
Polpa 2,133 £ 0,500 0,300 £ 0,039 0,89

*K: indice de consisténcia; n: indice de comportamento de fluido; R% coeficiente de regressido
linear.

A relacdo entre viscosidade aparente e taxa de deformacdo pode ser
observada na Figura 12 e nas amostras de polpa e endocarpo as viscosidades
aparentes apresentaram tendéncia de diminuigdo com o aumento da taxa de
deformacao, a temperatura de 25 °C, tornando-se mais fluidas, um comportamento
caracteristico de fluidos pseudoplasticos. A maioria dos estudos reolégicos que
envolvem polpas de frutas indica que elas apresentam comportamento nao-
newtoniano, com carater pseudoplastico, apresentando caracteristicas reoldgicas
complexas devido a natureza bifasica desses produtos (DURAN, COSTELL, 2007).

De acordo com Saravacos e Kostaropoulos (1995), as polpas de frutas,
dispersdes de moléculas ou particulas assimétricas apresentam no repouso um estado

desordenado e quando submetidas a uma tenséo de cisalhamento, suas moléculas ou

Caracterizag¢ao nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccado de frutos regionais



124

particulas tendem a orientar-se na direcdo da forca aplicada. Quanto maior a forca

aplicada, maior sera a ordenacdo, e conseqiientemente, menor a viscosidade

aparente. Como a viscosidade aparente das polpas de frutas decresce com o0 aumento

da tensédo de cisalhamento, estas sao classificadas como fluidos pseudoplasticos.

Figura 12 - Relagédo entre viscosidade aparente e taxa de deformacdo para polpa,
endocarpo e casca em po do buriti.
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A casca apresentou comportamento inverso as demais amostras, com a

viscosidade aparente aumentando com a taxa de deformacdo, tal fato pode ser

explicado em virtude da n&o dissolugédo total das particulas presentes na amostra, que

provoca o contato direto com as particulas sélidas e, conseqiientemente, o aumento
da viscosidade aparente (FREITAS, 2002).

4 CONCLUSAO

A polpa, a casca e o endocarpo do fruto do buriti analisados no presente

estudo apresentaram alto percentual de carboidratos, lipidios e fibras. Todas as
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fragcdes do fruto do buriti analisadas foram considerados fontes de fibras, potassio e
magnésio, bem como acidos oléico. Entretanto, a casca destacou-se quanto ao valor
nutricional e funcional por apresentar o maior teor de fésforo, ferro e cromo, além dos
maiores teores de &cidos graxos poli-insaturados e de ser a Unica fra¢do do fruto a
apresentar fitoesterdis em sua composicdo. Quanto as propriedades reoldgicas e
morfoldgicas, as amostras de polpa e endocarpo de buriti, apresentam caracteristicas
semi-cristalinas e pseudoplasticas, enquanto a casca apresentou comportamento
inverso, dilatante. As caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais da polpa e demais
partes do fruto do buriti sdo consideradas satisfatérias e promissoras para o0
processamento industrial, 0 que pode potencializar o cultivo e a comercializacdo deste

fruto que apresenta caracteristicas funcionais importantes.
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CAPITULO 3

Agao quimiopreventiva in vitro e ex vivo de produtos de Mauritia
flexuosa e bioacessibilidade simulada de compostos bioativos

In vitro and ex vivo chemoprevention action of Mauritia flexuosa
products and simulated bioaccessibility of bioactive compounds

Artigg submetido em A2: Food Research International
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Acéo quimiopreventiva in vitro e ex vivo de produtos de Mauritia flexuosa e
bioacessibilidade simulada de compostos bioativos

RESUMO

Mauritia flexuosa (Arecaceae), popularmente conhecida como "Buriti", € uma palmeira
brasileira com alto potencial econdmico para comunidades locais. Neste trabalho,
investigamos o perfil fitoquimico e o potencial antioxidante de frutos de M. Flexuosa,
além de determinarmos a bioacessibilidade in vitro de compostos fendlicos. As cascas
liofilizadas do fruto de buriti revelaram valores mais altos de fendis, flavonoides,
carotenoides e taninos quando comparado a polpa e endocarpo (p < 0,05). Todas as
amostras mostraram capacidade antioxidante dependente da concentracédo (0,5, 1,0,
2,0, 4,0 e 8,0 mg/mL) e as cascas apresentaram maior capacidade de elimina¢cédo dos
radicais livres em todos os métodos explorados (p < 0,05). Todas as andlises
cromatograficas foram realizadas em triplicado e revelaram compostos fendlicos (acido
protocatecuico, quercetina, apigenina, catequina e epicatequina) com 0s seguintes
tempos de retencdo (tR): 16,3, 33,6, 41,7, 53,6 e 49,3 min., respectivamente. Mas
esses compostos exibiram reducéo da bioacessibilidade apés digestao gastrointestinal
simulada in vitro em extratos de polpa (38,7%), casca (18,7%) e endocarpo (22,3%),
respectivamente (p < 0,05). Os frutos de buriti também protegem as células
sanguineas de ratos Wistar contra a hemdlise induzida por radicais peroxila. Assim,
detalhamos, pela primeira vez, melhores potencialidades quimiopreventivas dos
subprodutos de M. flexuosa, uma vez que as cascas apresentaram maiores
guantidades de compostos bioativos e substancias fenodlicas antes e depois da
investigacdo de bioacessibilidade in vitro. Essas partes da fruta sdo descartadas ou
subutilizadas no Brasil, principalmente como alimento para animais ruminantes. Assim,
€ importante explorar as caracteristicas nutricionais desses subprodutos com potencial
para uso como ingredientes em alimentos funcionais, nutracéuticos e cosméticos,
além de biotecnologicamente sustentaveis.

Palavras-chave: Frutas exoéticas tropicais. Alimento Funcional. Capacidade
antioxidante. Protecdo celular
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In vitro and ex vivo chemoprevention action of Mauritia flexuosa products and
simulated bioaccessibility of bioactive compounds

Abstract

Mauritia flexuosa (Arecaceae), popularly known as “Buriti”, is a Brazilian palm tree with
high economic potential for local communities. Herein, we investigated the
phytochemistry profile and antioxidant potential of M. flexuosa fruits and determined
the bioacessibility of phenolic compounds. Peels revealed the highest values for
phenols, flavonoids, carotenoids, and tannins when compared to the pulps and
endocarps (p < 0.05). All samples showed growing capacity in a concentration-
dependent manner (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 and 8.0 mg/mL) to scavenger free radicals and
peels presented a higher scavenger capacity in all methods explored (p < 0.05). All
chromatographic analysis were carried out in triplicate and revealed phenolic
compounds (protocatecuic acid, quercetin, apigenin, catechin and epicatechin) with the
following tr: 16.3, 33.6, 41.7, 53.6 and 49.3 minutes, respectively, but such compounds
displayed bioaccessibility reduction after in vitro simulated gastrointestinal digestion in
pulp (38.7 %), peel (18.7 %) and endocarp (22.3 %) extracts, respectively (p < 0.05).
Buriti fruits also protect rat blood cells against lysis induced by peroxyl radicals. So, we
detailed, for the first time, better chemopreventive potentialities of M. flexuosa by-
products, since peels demonstrated higher quantities of bioactive compounds and
phenolic substances before and after in vitro bioacessibility investigation. These parts
of the fruit are discarded or underused in Brazil, mainly as feed for ruminant animals.
So, it is important to explore nutritional characteristics of these by-products with
potential for use in human foods and sustainable biotechnologies.

Keywords: exotic tropical fruit; functional food; antioxidant capacity; cell protection.
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1 INTRODUGCAO

Os compostos bioativos tém fungdes naturais nas plantas tais como
propriedades sensoriais (cor, aroma, sabor e adstringéncia) e defesa contra
microorganismos e predadores (MURKOVIC, 2016). Por outro lado, nos ultimos anos,
houve um aumento da oferta e da procura de alimentos saudaveis e com propriedades
funcionais, a partir do conhecimento e disseminacédo de infromacOes a respeito dos
beneficios que a ingestdo de nutrientes advindos de frutas e vegetais exercem na
saude dos seres humanos.

Uma dieta rica em compostos antioxidantes associados a mecanismos
enzimaticos enddgenos pode ajudar a minimizar o desenvolvimento de danos
oxidativos causados por radicais livres (elétrons livres), principalmente espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), uma vez que estas moléculas instaveis
sdo produzidas em consequéncia de atividades metabdlicas normais e/ou em
desequilibrio. Entretanto, estudos tém demonstrado correlacées epidemiolégicas e
biolégicas desses radicais livres formados com o desenvolvimento de doencas
cronicas ou nado crdnicas tais como hipercolesterolemia, aterosclerose, hipertensao,
isquemias, inflamagdo, fibrose cistica, diabetes, Parkinson, Alzheimer, cancer e até
mesmo uma relacdo com o préprio processo de envelhecimento precoce (BENS,
YAU., 2008; OLIVEIRA et al., 2014; ARAUJO et al., 2015; MORAIS et al., 2016; TUR,
BIBILONI, 2016; SRDIC-RAJIC, KONIC-RISTIC., 2016; RODRIGUEZ-SANCHEZ et
al., 2017).

"Buriti" - Mauritia flexuosa L. f. - pertence a familia Arecaceae, uma palmeira
amplamente distribuida na América do Sul, especialmente na regido amazobnica e
Cerrado brasileiro. Esse fruto tem demonstrado elevado potencial nutricional e
econdmico com base no desenvolvimento de biotecnologia sustentavel e utilizacdo de
recursos naturais, no entanto, na industria alimenticia brasileira, a casca e o
endocarpo sdo comumente descartados ou subutilizados, em detrimento da utilizacao
da polpa no preparo de doces, sorvetes, sucos, compotas e mingaus, além da
extracdo do 6leo (CHAVES et al., 2015). Além disso, alguns estudos enfatizam as
potencialidades farmacoldgicas de partes da M. flexuosa, como antimicrobianos
(KOOLEN et al., 2013a, 2013b; SIQUEIRA et al., 2014), antitumorais (SIQUEIRA et al.,
2014), hipolipemiantes (AQUINO et al., 2014; AQUINO et al., 2016), hipoglicemiantes
(BATAGLION et al., 2014) e com acao de cicatrizacao (BATISTA et al., 2012).
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Para plantas exéticas e subexploradas, como a Mauritia flexuosa e seu fruto,
ainda sao superficiais o conhecimento dos principais fatores que interferem na satde
humana e na importancia biolégica do consumo desses alimentos, dentre esses
fatores estdo a ingestdo de nutrientes e sua bioacessibilidade/biodisponibilidade em
todo o trato gastrointestinal (BRIONES-LABARCA et al., 2011; PALAFOX-CARLOS et
al., 2011). Nesta perspectiva, o desenvolvimento de estudos sobre o uso de frutas
regionais e tropicais deve ser encorajado, para avancarmos no conhecimento do uso
de frutas frescas, assim com em pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos
produtos (PARADA, AGUILERA, 2007; TAGLIAZUCCHI et al., 2010).

Nessa pesquisa objetivou investigar o teor de compostos bioativos em
extratos metandlicos de polpa, casca e endocarpo de buriti, além de avaliar o
percentual de compostos fendlicos bioacessiveis por intermédio de digestédo
gastrointestinal simulada in vitro. Além disso, em extrato aquoso foi determinado o
potencial antioxidante, nas mesmas partes do fruto. A capacidade antioxidante foi
avaliada pela inibicdo dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH"), 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS™) e Oxido nitrico (NO), bem como a sua
capacidade de transferir elétrons pelo potencial redutor e de inibicdo da peroxidacéo
lipidica pelo método TBARS. Além destes testes, também foi avaliado a capacidade

protetiva contra o dano oxidativo induzido em eritrécitos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes quimicos

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH"), 2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-
sulfénico) (ABTS™), acido tiobarbitirico, &cido tricloroacético, cloreto férrico,
ferricianeto de potassio, dihidrocloridrato de 2,2’-azobis 2-metilpropinamida (AAPH),
nitroprussiato de sédio (NPS), Triton X-100, Folin-Ciocalteu, carbonato de sddio, acido
galico, cloreto de aluminio, quercetina, B-caroteno, iodeto de potassio e persulfato de
potassio. Todos os reagentes quimicos eram de grau analitico e foram obtidos da
Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

2.2 Origem do fruto e preparo da amostra: material vegetal

Uma quantidade de 300 unidades de frutos de buriti (Mauritia flexuosa) foram

coletados na cidade de Agua Branca, estado do Piaui, latitude 5° 54’S; longitude
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42°38'W, no més de dezembro de 2014, e levados ao Laboratério do Instituto Federal
do Piaui (IFPI) para iniciar o processo de despolpa e separacdo das partes do fruto.

A exsicata de N° 30567 foi depositada no Herbario Graziela Barroso da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), referente a M. flexuosa L. Os frutos foram
selecionados quanto a sanidade e mesmo estdgio de maturagéo, para posteriormente
serem higienizados em agua contendo 25 ppm de hipoclorito de sédio comercial. Em
seguida, foi realizado o processo de despolpa e separacdo das partes do fruto,
obtendo-se a polpa ou mesocarpo, epicarpo e o endocarpo.

As amostras, polpa (PL), casca (CL) e endocarpo (EL), foram liofilizados e
analisados somente ap0s esse processo. Para o processo de liofilizacao, as diferentes
partes do buriti foram congeladas separadamente em ultrafreezer, na temperatura de -
70 °C para em seguida, serem depositadas em bandeja de aco inoxidavel do
liofilizador modelo L101 (Liotop, S&o Carlos, Brasil), que foi hermeticamente fechado e
acionado o sistema de congelamento. Todas as amostras foram liofilizadas em
temperatura de -40°C e pressdo a vacuo abaixo de 500 mmHg e velocidade de
liofilizacdo de 1 m/h (unidade de vazéo), por 72 horas. As amostras liofilizadas foram
acondicionadas em embalagens plasticas e sob refrigeracéo, para em seguida serem
processadas em moinho de rotor tipo ciclone (TE-651/2-TECNAL) até a obtencéo de

um pé homogéneo (0,5 mesh) (Figura 1).
2.3 Preparo do extrato aquoso e metanolico

As trés amostras analisadas do fruto de buriti, apds o processo de desidratacao
por liofilizacdo e processamento em moinho rotor (Figura 1), foram posteriormente
submetidas a extracdo com solugdo aquosa e metandlica por maceracao em gral de
pistilo durante 10 minutos (1/10, amostra/solvente) até obter uma consisténcia
uniforme. Em seguida, foi realizado o armazenamento dos extratos metandlico e
aquoso em 4 °C por até 2 dias até o procedimento das analises de quantificacdo dos
compostos bioativos (fendis, flavonoides, carotenoides e taninos) e capacidade

antioxidante, respectivamente.
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Figura 1- Processamento das amostras de buriti

Mesocarpo (polpa) £ ;

Epicarpo (casca)

Endocarpo

1. Selecé@o =& 2. Limpeza

3. Separacédo manual = 4. Congelado a-70°C
5. Liofilizac&o = 6. Embalagem = 7. Refrigeracéo
8. Pulverizag¢éo (moinho rotor)

Endocarpo

Fonte: autoria prépria.

2.4 Determinacédo de fendis, flavonoides, carotenoides e taninos condensados e

hidrolisaveis

2.4.1 Fenais totais

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo uso do reagente Folin-Ciocalteu
conforme Oliveira et al. (2015). Para cada um 1 mL da soluc¢édo de PL, CL e EL na
concentracdo de 10 mg/mL (amostra + metanol), foi acrescentado 1 mL de Folin-
Ciocalteu (1:4), 1 mL de carbonato de sodio 15% (Na.COs) e o volume completando
com agua destilada até 10 mL. Esta mistura foi deixada em repouso por 2h e apés
esse tempo, foram centrifugadas a 4000 rpm por 4min, e realizou a leitura do
sobrenadante em espectrofotdmetro (750 nm). Simultaneamente, foi preparado um
controle negativo sem as amostras do fruto em estudo. A andlise foi realizada em
quintuplicata e os resultados foram expressos em miligrama de equivalente de acido
galico por 100g de amostra (mg EAG/100 g AM). Foi preparada uma curva de
calibracdo do &cido galico (y = 0,9497x - 0,0527; r? = 0,999) (Figura 2).
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Figura 2 - Curva de calibracdo do acido gdlico para determinacdo do teor de fenodlicos
totais, com absorbancia a 750 nm.
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2.4. 2 Flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado com base na formacdo de
complexo de flavonoide-aluminio, conforme metodologia de Oliveira et al. (2015). Para
1 mL de solucéo de PL, CL e EL na concentracdo de 10 mg/mL (amostra + metanol),
foi acrescido de 1 mL de cloreto de aluminio 20% e em seguida foi acrescido 100 pL
de acido acético 50%. Logo em seguida, esta mistura foi deixada em repouso por 30
min e apés esse tempo, foram centrifugadas a 4000 rpm por 4 min, e realizou a leitura
do sobrenadante em espectrofotémetro digital na absorbancia de 420 nm. A andlise foi
realizada em quintuplicata e os resultados foram expressos em miligrama de
equivalente de quercetina por 100 g de amostra (mg EQE/100g AM). Foi preparada
uma curva de calibracéo da quercetina (y = 0,0136x - 0,0422; r2 = 0,999) (Figura 3).

Figura 3 - Curva de calibracdo da Quercetina para determinacdo do teor de
flavonoides totais, com absorbancia a 420 nm.
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2.4.3 Carotenoides totais

O teor de carotenoides totais foi determinado conforme a metodologia descrita
por Zhang et al. (2016) com algumas modificagdes. Um mistura de 0,1 g de PL, CL e
EL em 10 mL da solucdo acetona:hexano (4:6) foi vigorosamente agitada durante 10
minutos a temperatura ambiente (400 rpm) e logo em seguida esta mistura foi
centrifugada por 4 minutos (4000 rpm). A absorvancia foi medida usando
espectrofotbmetro digital na absorbancia de 450 nm. A analise realizada em
quintuplicata e resultados expressos em miligrama de equivalente de (-caroteno por
100g de amostra (mg BCTE/100g AM). A curva de calibracdo do B-caroteno foi
y=0,0896x - 0,0903 e r2 = 0,992. (Figura 4).

Figura 4 — Curva de calibracéo do S-caroteno com absorbéancia de 450 nm.
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2.4.4 Taninos condensados

O teor de taninos condensados foi determinado usando vanilina conforme a
metodologia de Broadhurst; Jones (1978) com modificacbes. Para a solugéo
metandlica contendo 1 mL de PL, CL e EL na concentracdo de 10 mg/mL, foi
adicionada 3 mL de vanilina 2% preparado com acido sulfdrico (70%) e logo em
seguida a mistura reacional foi colocada em banho maria a 20 °C durante 15min. Apos
esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 4 min/4000 rpm, em seguida,
leitura em espectrofotbmetro a 500 nm. O teste foi realizado em quintuplicata e os
resultados expressos em miligrama de equivalente de catequina por grama de amostra
(mg CTQ/100g AM). A curva de calibracdo da catequina foi (y = 0,009x + 0,082; r? =
0,997) (Figura 5).
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Figura 5 — Curva de calibracdo da catequina, com absorbancia em 500 nm.

4 ™\

bsorbancia de catequina
(500nm)

Concentracoes em pg/mL

. /

2.4.5 Taninos hidrolisaveis

O teor de tanino hidrolisavel foi determinado usando iodeto de potassio
conforme a metodologia de Bossu et al. (2006) com modificagbes. Para 3 mL de
extrato metandlico de PL, CL e EL, na concentra¢do de 10 mg/mL, foi adicionado 1 mL
de uma solugéo saturada de iodeto de potassio para em seguida deixar em repouso a
temperatura ambiente durante 40 min. ApGs esse periodo, as amostras foram
centrifugadas por 4 min (4000 rpm) e em seguida, realizou leitura de absorbéncia em
espectrofotbmetro a 550 nm. O teste foi em quintuplicata e os resultados expressos
em miligrama de equivalente de acido tanico por grama de amostra (mg ACT/100g
AM). A curva de calibracdo do acido tanico foi (y = 0,0011x + 0,2635; r> = 0,997)
(Figura 6).

Figura 6 — Curva de calibracéo do acido tanico, com absorbancia de 550 nm.
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2.5 Caracterizacao fitoquimica por CLAE / HPLC — Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia: analise qualitativa

O equipamento cromatografico consistiu em cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu®), equipado com um detector de matriz de diodos (DAD).
Equipado com um sistema quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, modelo de
degaseificador DGU - 20A, detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO -
20ASVP, injetor modelo automatico SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP,
sendo os dados inseridos em Software Shimadzu® LC solution 1.0 (Japéo).

A fase mobvel consistiu em solventes de A a C utlizando trés bombas
equipadas com o cromatégrafo. O solvente A agua grau HPLC (0,1% v/v. acido
trifluoroacético), solvente B foi acetonitrila (0,1% v/v. acido trifluoroacético) e C -
metanol grau HPLC. Utilizou-se uma coluna TSK-GEL Super-ODS (Supelco). A
absorbancia do efluente foi monitorizada a 250 e 330 nm. A taxa de fluxo foi ajustada
para 1,0 mL/min, e a temperatura da coluna foi mantida a 37 °C ao longo do ensaio.

A condicdo de solvente inicial foi 100% de solvente B. Foi utilizado um
gradiente linear para aumentar o solvente A de 0 a 10% em 7 min. Esta composic¢ao
solvente foi mantida a um fluxo isocratico durante 3 min. O solvente A foi ent&do
aumentado de 10 para 40% usando um gradiente linear de 20 min. Esta composi¢ao
foi entdo mantida durante 2min e voltou a condi¢&o inicial em 3 min. Foram injetados
amostras de 20 yL para as substancias padrdao e amostras durante a andlise por
HPLC.

2.6 Determinacédo dos fendlicos totais apds a digestdo gastrointestinal simulada

“in vitro”

O processo de digestdo foi realizado com base nos fluidos gastrico simulado
(pepsina solubilizado com HCI a 0,1 mol.L?) e intestinal simulado (sais biliares e
pancreatinina solubilizados com NaHCOs; a 0,1 mol.L?), ambos conforme o
implementado por Moura e Canniatti-Brazaca (2006).

Em uma concentragdo de 10 mg/mL (mesma concentracdo utilizada para
obtencdo de fendis totais), as amostras de polpa, casca e endocarpo do fruto de buriti
foram adicionadas a 100 mL de HCI a 0,01 mol.L? e ajustada a pH 2 com solucéo de
HCl a 2 mol.Lt. Apds o ajuste do pH, adicionou-se 3,2 mL de pepsina, mantendo a
amostra sob agitacdo em temperatura de 37 °C por 2h, para simular a digestdo dos
alimentos no estébmago. Posteriormente, para simular o pH encontrado no intestino
humano, realizou-se titulagdo com NaOH a 0,5 mol.L* até obten¢do de pH 7,5.
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Sequencialmente foi realizado um processo de dialise, durante 2h, em
membrana dialitica (33x21 mm, peso molecular: 12,000 - 16,000 e porosidade: 25
angstrons - INLAB, Brasil) contendo NaHCOsz; a 0,1 mol.L? equivalente a acidez
titulavel. Apés ajuste do pH, adicionaram-se as membranas de didlise e agitou-se num
banho de &gua termostatizado a 37 °C/30 min, e em seguida 5,0 ml de solucdo de sais
biliares e pancreatina foram adicionados e a mistura agitada num banho a 37 °C, por
um periodo de 2 h. Este passo simula a digestdo dos alimentos no intestino.

Por fim o conteldo da membrana (dialisado) foi removido e as amostras foram
armazenadas a 20 °C até o tempo de analise. Para a determinacgéo de fendlicos totais
apos digestdo gastrointestinal simulada in vitro, das amostras de buriti, foram
analisados os materiais dialisados seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2015). Os
resultados foram expressos em mg de &cido galico/100 g da amostra e a porcentagem
bioacessivel foi calculada de acordo com Briones-Labarca et al. (2011):

% Bioacessivel = 100 x (F/G) Equagéao (1)

Onde, F é o contetdo de compostos fendlicos dialisavel (mg acido galico/100

g) e G corresponde ao teor de compostos fendlicos totais da amostra (mg &cido

galico/100g).

2.7 Determinacdo da capacidade antioxidante in vitro

2.7.1 Determinacdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH*

Para o método DPPH’, foi utilizada a metodologia descrito por Brand-Williams
et al.,, 1995, com algumas modificacbes. Resumidamente, aliquotas de 100 pL da
solucdo aquosa contendo PL, CL e EL do fruto da M. flexuosa foram distribuidas em
tubos de ensaios conforme as concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/mL. Logo
em seguida foi adicionado solucdo estoque de DPPH" (40 pg/mL) com absorbancia de
1,00 + 0,05 e a mistura reacional foi agitada vigorosamente e incubada em
temperatura ambiente. A avaliacdo antioxidante foi realizada em quintuplicata e os
valores das absorbancias foram expressos como porcentagem de inibicdo da
absorbancia da solucdo estoque de DPPH".

A concentracédo efetiva (CEso) necesséria para reduzir a absorbancia do radical
DPPH' em 50% a 517 nm foi determinada. O mesmo procedimento foi utilizado com o

controle positivo Trolox (0,5 mg/mL) (Figura 7).
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Figura 7 - Capacidade antioxidante contra o radical DPPH' da polpa, casca e
endocarpo de buriti.
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2.7. 2 Determinacédo da capacidade antioxidante contra o radical ABTS™

Para o método do ABTS™, foi utilizada a metodologia descrito por Re et al.,
1999 e moadificado por Oliveira et al. (2014). Inicialmente foi formado o cétion radical
ABTS™ a partir da reacdo de 5 mL de uma solucdo 7 mM de ABTS™ com 88 uL de
uma solucdo 2,45 mM de persulfato de potassio (K2S:0sg), incubada a temperatura
ambiente e na auséncia de luz por 16h.

Ao transcorrer esse tempo, a solugdo de ABTS™ foi diluida em etanol até obter
uma solucdo estoque com absorbancia de 1,2 (£ 0,05) em 734 nm. Em ambiente
escuro e a temperatura ambiente foi transferida uma aliquota de 100 pL da solucao
aguosa contendo PL, CL e EL nas concentra¢des de 0,5;1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/mL
para tubos de ensaio com 2700 pL do radical ABTS™. A leitura da absorbancia foi
realizada a temperatura ambiente no tempo de 6min em espectrofotbmetro a 734 nm e
os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da absorbancia da
solucéo estoque de ABTS™.

A CEso da PL, CL e EL necessaria para reduzir a absorbancia do radical
ABTS™ em 50% a 734 nm foi determinada. O mesmo procedimento foi utilizado com o

controle positivo Trolox (0,5 mg/mL) (Figura 8).
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Figura 8 - Capacidade antioxidante contra o radical ABTS™ da polpa, casca e
endocarpo de buriti.

& Inicio ABTS +
100pL da h /2700;1L\ / Persulfato de potassio

! 6h
am“‘%,_\ J < | Solugio de ABTS+ -

— 734 nm

‘ Gmin |
W J UL
LIS I N : 4
05 1 2 4 8§ YV JMUUa
mg 05 1 2 05 1 2 4
mg - omg

2.7. 3 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo potencial redutor

Para determinacdo do poder redutor da polpa e demais partes do fruto em
estudo, utilizando uma solugdo aquosa, e por intermédio da reducdo direta do
ferricianeto de potassio [Fe*"(CN")s] para ferrocianeto de potassio [Fe?*(CN")g], foi
utilizada a metodologia descrita por Lopes, Schulman, Lima, 1999, com modificacdes.
Inicialmente, foi preparado uma mistura reacional contendo extrato aquoso de PL, CL
e EL nas concentra¢fes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/mL, 0,5mL de ferricianeto de
potassio 1% e 0,5mL de tampéo fosfato de sddio (0,2 M, pH 6,6). O controle negativo
continha todos os reagentes, exceto as concentracbes das amostras em estudo. A
mistura reacional foi incubada a 50 °C durante 20min, seguido pela adicdo de 0,5 mL
de acido tricloroacético 10% e centrifugacdo a 4000 rpm durante 10min. O
sobrenadante obtido foi misturados com 0,5mL de agua destilada e 150 uL de cloreto
férrico (FeCls) 0,1%.

Finalmente, a absorbéancia foi medida a 700 nm em espectrofotdmetro, onde o
aumento da absorbancia demonstra o poder redutor da amostra. A concentracdo dos
extratos aquosos que proporciona um aumento de 0,5 de absorbancia (CEso) foi
calculada. O mesmo procedimento experimental foi utilizado com o controle positivo
Trolox (0,5 mg/mL) (Figura 9).
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Figura 9 - Capacidade antioxidante da polpa, casca e endocarpo de buriti pelo
potencial redutor
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2.7.4 Determinacdo da capacidade antioxidante contra peroxidacao lipidica

Para o método TBARS (substancias reativas com o &cido tiobarbiturico), foi
utilizada a metodologia descrito por Esterbauer, Cheeseman, 1990 e modificado por
Freitas et al. (2014). Resumidamente, uma aliquota de 0,5 mL de homogeinato de
gema de ovo (1% v/v em 50 mM de tampao fosfato, pH 7,4) foi misturado com extratos
aquoso de PL, CL e EL em varias concentra¢des (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 mg/mL). A
peroxidacao lipidica foi induzida pela adicdo de 0,1mL de solucdo de AAPH (120 mM)
durante 30 minutos a 37 °C. Subsequentemente, foi adicionado 0,5 mL de acido
tricloroacético (15%), 0,5 mL de acido tiobarbitdrico (0,67%) e aquecido a 97 °C por
15min. A mistura reacional resultante foi centrifugado e a absorbancia do
sobrenadante foi medida a 532nm em espectrofotébmetro.

A extensao da peroxidacao lipidica foi expresso como porcentagem de inibicéo
dos niveis de TBARS induzido pelo AAPH. A CEso do extrato aquoso de PL, CL e EL
necessario para inibir em 50% a formacao de TBARS a 532 nm foi determinada. O
mesmo procedimento experimental foi utilizado com o controle positivo Trolox (0,5
mg/mL) (Figura 10).
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Figura 10 - Capacidade antioxidante da polpa, casca e endocarpo de buriti contra
peroxidacgéo lipidica.
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2.7.5 Determinagao da capacidade antioxidante contra o 6xido nitrico

O o6xido nitrico (NO) foi gerado a partir da decomposicdo espontanea do
nitroprussiato de sodio conforme a metodologia descrito por Basu, Hazra, 2006.
Inicialmente, uma mistura reacional contendo 1mL de solucdo estoque de
nitroprussiato de sédio em tampao fosfato 10mM (pH 7,4) e a solugdo aquosa
contendo PL, CL e EL em diferentes concentrac¢des (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 mg/mL) foi
colocado em banho maria a 37 °C durante uma hora. Apés esse periodo, as amostras
foram centrifugadas por 4min a 4000 rpm e uma aliquota de 0,5 mL da mistura
reacional foi retirada e misturada com 0,5mL de reagente de Griess.

A absorbancia foi medida a 540 nm usando espectrofotdmetro e os resultados
foram expressos como porcentagem de inibicdo da formacao de ions nitrito a partir da
solucéo estoque de nitroprussiato de sédio. As CEso de extrato aquoso de PL, CL e EL
necessario para inibir o 6xido nitrico em 50% a 540 nm, foram determinados. O
mesmo procedimento experimental foi utilizado com o controle positivo Trolox (0,5
mg/mL) (Figura 11).
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Figura 11 - Capacidade antioxidante da polpa, casca e endocarpo de buriti contra o

oxido nitrico.
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2.7.6 Determinacédo da capacidade antioxidante em eritrocitos — ex vivo

Amostras de sangue e preparo dos eritrocitos

O sangue foi coletado em tubos heparinizados a partir do plexo retro-orbital de
Ratos Wistar fémeas (180 - 220 g), anestesiados com cetamina (100 mg/kg,
intraperitoneal). A amostra de sangue obtida passou por 3 centrifugacdes consecutivas
em 2000 rpm pelo tempo de 5min com solucdo de PBS (NaCl = 8 g/L, KCI = 0,2 g/L,
Na;HPO. = 1,44 g/L e KH,PO, = 0,24 ¢g/L; pH 7,4) para remocdo do sobrenadante
(plasma e células brancas) e obtencdo dos eritrécitos (FREITAS et al., 2014). Os
eritrocitos obtidos com esse procedimento foram finalmente suspensos em PBS para
obtencdo da suspensdo de células em 10%. Todas as etapas experimentais em
animais foram aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI N° 054/14).

Determinacdo da capacidade hemolitica

A capacidade hemolitica pela interacdo das solucfes aquosas de PL, CL e EL
com eritrécitos foi avaliado como descrito previamente por Freitas et al. (2014), com
modificac6es. Resumidamente, 300 pL da suspenséao de eritrécitos 10% foi misturada
com 500 pL de cada amostra, em concentra¢cfes de 0,5 a 8,0 mg/mL, logo em seguida
foram colocados em banho maria em 37 °C por 120 min. Apds o tempo de reacdo, a
mistura reacional foi centrifugada em 4000 rpm durante 5 min e a absorbéncia do
sobrenadante foi medida em 540 nm (Figura 12). Para comparacdo, 0 mesmo
procedimento experimental foi realizado para o controle positivo Triton X-100 (0,5

mg/mL).
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Determinacédo da capacidade antioxidante contra hemdélise oxidativa

A metodologia descrita por Freitas et al. (2014) foi utilizada para avaliar
capacidade antioxidante pela inibicdo da hemdlise oxidativa induzida por radicais
peroxila gerado pela decomposi¢édo térmica do AAPH. Resumidamente, aliquotas de
extratos aquosos de PL, CL e EL, nas concentracbes de 0,5 - 8,0 mg/mL, foram
misturadas com 300 pL de suspensao de eritrocitos 10% e adicionado 500 pL do
AAPH (200 mM em PBS, pH 7,4). A mistura reacional foi incubada em 37 °C pelo
tempo de 120 min. Apéds o intervalo de reacdo, a mistura reacional foi diluida com
2400 pL de PBS seguida pela centrifugacdo em 2000 rpm durante 5 min para
determinar a taxa de hemdlise em 540 nm. Os resultados foram expressos como
porcentagem de inibicdo da hemdlise em relacdo a hemdlise completa da suspencgéo
de eritrocitos induzido pelo AAPH. O mesmo procedimento experimental foi utilizado

para o controle positivo Trolox (0,5 mg/mL) (Figura 12).

Figura 12 — Capacidade antioxidante em eritrocitos — estudo ex vivo
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3 Andlise Estatistica

Os dados numéricos foram apresentados como média * erro padrdo da média
(E.P.M). A andlise estatistica foi realizada utilizando one way ANOVA seguido pelo
teste Newman-Keuls como post hoc teste. Valores de CEso foram calculados por
regressdo nao linear com um intervalo de confianca de 95%. A estatistica de

correlacéo entre os dados experimentais foi realizada pela obtencdo do coeficiente de
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Pearson (r). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p
< 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 6.02 (San
Diego, CA, USA).

4 RESULTADOS

4.1 Compostos bioativos

Os resultados da triagem dos compostos bioativos (CB) de partes do fruto de
buriti estdo descritos na Tabela 1. A casca foi a amostra que apresentou maiores
valores para fendis, flavonoides, carotenoides e taninos, quando comparado com a
polpa e o endocarpo (p<0,05). E na polpa, houve predominéncia de todos os CB
avaliados em relacdo ao EL (p<0,05), exceto para fenois totais, encontrado em menor

proporcéo na polpa liofilizada.

Tabela 1 - Quantificacdo (mg/100g amostra) de fendis, flavonoides, carotenoides,
taninos condensados e hidrolisados em extratos metandlicos de polpa, casca e
endocarpo liofilizados de buriti.

Classe dos compostos” Polpa Casca Endocarpo
Fenois totais 553,56+ 7,7° 1288,0 £ 10,42¢ 597,1+ 6,5 P
(mg EAG/100 g AM)
Flavonoides totais 264,4 + 2,1 b¢ 339,4 +3,92¢ 145,4 + 10,2 @b
(mg EQE/100 g AM)
Carotenoides totais 58,9 +0,1P¢ 88,3 +0,32¢ 19,1+ 0,2 @b
(mg BCTE/100 g AM)
Taninos hidrolisaveis 47,4 +0,3°°¢ 56,1 +0,43¢ 0,1+ 0,0 2P
(mg ACT/100g AM)
Taninos condesados 69,6 + 1,8P¢ 118,3+2,12a¢ 36,5 1,2 ab

(mg CTQ/100g AM)

Os valores representam a média + E.P.M. 2p < 0,05 em relacdo a polpa (0,5 mg/mL). °p < 0,05
em relacdo a casca (0,5 mg/mL). °p < 0,05 em relacdo ao endocarpo (0,5 mg/mL) (ANOVA e
Neuman-Keuls como post hoc teste).

4.2 Caracterizagao fitoquimica por HPLC das amostras de buriti

Os resultados da caracterizagdo fitoquimica de extratos metandlicos de polpa,
casca e endocarpo de buriti, identificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
estdo descritos nos cromatogramas das Figuras 13 (A, B e C) e Tabela 2. Os
cromatogramas foram obtidos no comprimento de onda de deteccédo de 230 nm, visto
gue, nele os compostos fendlicos apresentam os maximos de absorcdo, além da

obtencéo de melhores perfis cromatograficos.
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Figura 13 - Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD para (A) extrato metandlico de
polpa, (B) casca e (C) endocarpo (230 nm).
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Fonte: autoria prépria

A correlacao dos picos cromatograficos foi obtida pela comparacdo dos tempos
de retencédo (tR) com padrbes de referéncia. Todas as analises cromatograficas foram
realizadas em triplicata e revelaram compostos fendlicos (acido protocatecuico,
guercetina, apigenina, catequina e epicatequina) com os seguintes tR: 16,3, 33,6,

41,7, 53,6 e 49,3 minutos, respectivamente (Tabela 2).
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Nome IUPAC Estrutura quimica Classe Tempo de Retencdo (min)  Amostra
Acido 3,4-dihidroxibenzoico O
(4cido protocatecuico) OH Fenol 16,3 Polpa
HO
OH
OH
2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7- O OH
trihidroxichromen-4-ona o= O < | Flavonoide 33,6 Polpa
(quercetina) OH
OH O
OH
4' 5 7-trihidroxiflavona HO 0] 0 Polpa
O | Flavonoide 41,7
(apigenina) Endocarpo
OH
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(-)-trans-3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona,

Endocarpo
(2S,3R)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro- Tanino
53,6 Casca
1(2H)-benzopiran-3,5,7-triol Condensado
Polpa
(catequina)
(-)-cis-3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona, OH
OH
(2R,3R)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro- ‘ Tanino
HO 0 48,3 Casca
1(2H)-benzopiran-3,5,7-triol O condensado
OH
(epicatequina) OH
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4.3 Determinacdo dos fendis totais antes e apds a digestdo gastrointestinal

simulada in vitro.

Os valores médios encontrados para compostos fendlicos totais antes e apés a
digestdo gastrointestinal simulada in vitro para polpa, casca e endocarpo de buriti

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores médios e percentuais de compostos fendlicos totais da polpa,
casca e endocarpo de buriti, antes e ap6s digestao gastrintestinal simulada in vitro.

Amostras Inicial Bioacessibilidade ap6s Bioacessibilidade
(mg/L) digestao (mg/L) apos digestao (%)
Polpa 5535 + 7,7°¢ 102,2 + 0,4° 18,5°¢
Casca 1288,0 + 10,42 4985 +14,04 38,72
Endocarpo 597,1 + 6,5° 1334 + 7,8° 22,3°

Valores representam a média + E.P.M. Letras diferentes na mesma coluna sdo estatisticamente
diferentes pelo teste Tukey (p< 0,05). (*) produtos liofilizados.

4.4 Capacidade antioxidante in vitro

4.4.1 Capacidade antioxidante contra o radical DPPH*

O resultado correspondente a capacidade antioxidante de PL contra o radical
DPPH' nas concentracfes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/mL foram de 41,9 + 0,3; 45,4
+ 0,3; 549 + 0,2; 66,2 + 0,0 e 75,0 £ 0,3%, respectivamente. Nas mesmas
concentracdes, os resultados para CL foram de 71,0 £ 0,8; 87,7 £ 0,4; 93,9 + 0,3; 95,5
+ 0,1 e 96,9 + 0,2% para a capacidade antioxidante. Ao realizar a avaliacdo da
capacidade antioxidante do EL contra o radical DPPH" utilizando as mesmas
concentracdes que PL e CL, os resultados foram de 38,8 + 1,1; 46,0 + 0,3; 51,9 + 0,8;
57,0+ 1,4e 66,9 +1,2% (Figura 14A).

Quando comparado o resultado antioxidante das amostras da M. flexuosa com
o sistema reacional, foi observado diferenca estatistica em relacdo aos resultados
obtidos para PL, CL e EL em todas as concentracdes avaliadas (p < 0,05). De acordo
com os resultados da capacidade antioxidante na inibicdo do radical DPPH", os valores
da CEso foram de 1,6 = 0,02 mg/mL, 0,1 £ 0,01 mg/mL e 1,5 £ 0,02 mg/mL para a PL,

CL e EL, respectivamente.
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4.4.2 Capacidade antioxidante contra o radical ABTS™

O resultado correspondente a capacidade antioxidante do extrato aguoso de
PL contra o radical ABTS™ nas concentra¢des de 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0 mg/mL foram
de 25,6 £0,1; 34,1 +0,2; 39,5+ 0,3; 60,0 + 0,4 e 76,7 £ 0,4%, respectivamente. Como
demonstrado na Figura 14B, o extrato aquoso de CL apresentou capacidade
antioxidante de 66,8 + 0,7; 75,7 + 0,5; 82,4 £ 0,3; 86,5 + 0,6 € 89,9 + 0,3%. J4a 0 EL
obteve os resultados de 32,5 + 0,2; 35,7 + 0,38; 46,2 + 1,5; 63,3+ 0,6 e 77,9 = 0,3%
para a capacidade antioxidante usando as mesmas condi¢cdes experimentais que
polpa e casca liofilizada.

Ao realizar a comparacédo do resultado antioxidante apresentado pelo sistema
reacional com os resultados das amostras da M. flexuosa, foram observadas
diferencgas estatisticas em relagdo aos resultados obtidos para PL, CL e EL em todas
as concentracdes avaliadas (p < 0,05). De acordo com os resultados da capacidade
antioxidante na inibicdo do radical ABTS™, os valores da CEso foram de 2,3 + 0,03

mg/mL, 0,1 + 0,01 mg/mL e 1,8 + 0,03 mg/mL para a PL, CL e EL, respectivamente.

4.4.3 Potencial redutor dos extratos aguosos de partes do fruto de buriti

O resultado correspondente a capacidade antioxidante dos extratos aquosos
de da PL, CL e EL pelo seu potencial redutor esta representado na Figura 14C. O
aumento da absorbancia em 700 nm nas concentracdes de 0,5 - 8,0 mg/mL demonstra
o0 potencial redutor dos extratos aquosos de PL, CL e EL, Entretanto, quando
comparado o resultado antioxidante apresentado pelo sistema reacional, foi observado
diferencas estatisticas em relacao aos resultados obtidos para os extratos de PL, CL,
e EL em todas as concentracdes avaliadas (p < 0,05). De acordo com os resultados
obtidos, os valores da CEso dos extratos de PL, CL e EL necessarias para reduzir
ferricianeto de potassio (Fe®') a ferrocianeto de potassio (Fe?*) em 50% da sua
absorbancia inicial foram de 2,1 £ 0,3 mg/mL, 1,2 £ 0,02 mg/mL e 1,9 + 0,4 mg/mL,

respectivamente (Figura 14C).

4.4.4 Capacidade antioxidante contra a peroxidacao lipidica

O resultado da PL correspondente a inibicdo da peroxidagdo lipidica pela
inibicdo de TBARS nas concentracdes de 0,5 - 8,0 mg/mL foi de 21,2 + 0,6; 46,7 + 0,4;
62,8 + 0,5; 78,7 £+ 0,2 e 82,6 £+ 0,2%. O resultado da CL para a capacidade
antioxidante foi de 24,9 + 0,3; 77,9 £ 0,6; 81,8 + 0,4; 93,4 + 0,3 e 95,4 + 0,1%. Em
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relacdo ao resultado de EL, a capacidade antioxidante foi de 15,5 + 0,4; 24,6 + 1,2;
51,8 £ 1,4; 75,1 + 0,2 e 78,8 £ 0,5%. O Trolox na concentracdo de 0,5 mg/mL
apresentou capacidade antioxidante de 92,9 + 0,4%. Todos 0s resultados estdo
demonstrados na Figura 14D.

Diferencas estatisticas em relacdo aos resultados obtidos para os extratos
aquosos de PL, CL e EL foram observadas em todas as concentracdes avaliadas (p <
0,05) quando comparado ao meio reacional. De acordo com os resultados de inibicao
da peroxidagéo lipidica, os valores da CEs, foram de 1,6 + 0,2 mg/mL, 0,7 £ 0,1 mg/mL

e 2,3+0,2mg/mL para a PL, CL e EL, respectivamente.

4.4.5 Capacidade antioxidante contra o 6xido nitrico

Os resultados da capacidade antioxidante de PL correspondente a inibicdo do
oxido nitrico nas concentracdes de 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0 mg/mL foram de 24,4 + 0,7;
36,1 +0,34; 48,8 + 1,0; 56,8 + 0,6 e 64,7 + 0,9%, respectivamente (Figura 14E).

Ao avaliar capacidade antioxidante da CL nas mesmas concentragfes, 0S
resultados foram de 29,4 + 0,3; 50,2 + 1,0; 65,5 + 0,5; 80,1 + 0,4 e 86,1 + 0,2%. O
mesmo procedimento experimental realizado para EL nas concentragdes citadas
anteriormente demonstrou que os resultados antioxidantes foram 15,5 + 0,4; 24,6 £
1,2, 51,8 £ 1,4; 75,1 + 0,2 e 78,8 £ 0,5%, nas concentracdes de 0,5 — 8,0 mg/mL,
respectivamente.

O resultado da capacidade antioxidante apresentado pelo Trolox na
concentracdo de 0,5 mg/mL foi de 88,1 + 0,1% e como demonstrado na Figura 14E,
diferencas estatisticas em relagdo aos resultados obtidos para PL e EL foram
observadas em todas as concentracdes avaliadas (p < 0,05). Conforme resultados
contra a producédo de ions nitritos, os valores da CEs, foram de 2,6 £ 0,1 mg/mL, 1,1 +

0,01 mg/mL e 6,4 £ 0,14 mg/mL para PL, CL e EL, respectivamente.
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Figura 14 - Capacidade antioxidante dos extratos aquosos de polpa (PL), casca (CL) e
endocarpo (EL) em diferentes concentracgdes (0,5 - 8,0 mg/mL) pela inibicdo do radical
DPPH" (A), ABTS (B) e potencial redutor (C), niveis de TBARS (D), contra o 6xido

nitrico (E) e hemdlise oxidativa (F).
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Legenda: Os valores representam a média + E.P.M. de inibig&o in vitro apds experimentos em
duplicata (n=5 / experimento). O Trolox (0,5 mg/mL) foi usado como padrédo antioxidante. p <
0,05 comparado ao meio reacional por ANOVA seguido de Neuman-Keuls.

4.4.6 Capacidade antioxidante em eritrocitos — estudo ex vivo

4.4.6.1 Capacidade antioxidante contra hemdélise oxidativa

Os resultados que correspondem a capacidade antioxidante do extrato aquoso
de PL contra hemdlise oxidativa nas concentragfes de 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0 mg/mL
foram de 16,6 + 0,2; 26,6 + 0,1; 28,2 + 0,4; 36,8 + 0,03 e 48,1 + 0,7%,
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respectivamente. Como demonstrado na Figura 14F, a CL obteve os resultados de
269 + 0,6; 46,9 £ 1,2; 51,2 + 0,3; 60,1 + 0,8 e 74,3 + 0,5% para a capacidade
antioxidante. Ao realizar a avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato de EL nas
concentracdes citadas anteriormente, os resultados foram de 19,6 + 1,7; 25,7 + 0,9;
28,5+0,3;31,8+0,5€e 40,2 +0,7%.

No teste de hemdlise oxidativa, o resultado da capacidade antioxidante
apresentado pelo Trolox na concentracdo de 0,5 mg/mL foi de 73,5 + 0,5% e
diferengas estatisticas em relacdo aos resultados obtidos para PL, CL e ELforam
observadas em todas as concentracfes analisadas (p < 0,05) nesse teste quando
comparado com o meio reacional. De acordo com os resultados da capacidade
antioxidante na inibicdo da hemolise oxidativa, o valor da CEs, foi de 7,8 + 0,4 mg/mL,
1,8 £ 0,04 mg/mL e 11,4 £ 0,5 mg/mL para a PL, CL e EL, respectivamente (Figura
14F).

4.4.6.2 Capacidade hemolitica em eritrocitos

Os resultados da capacidade de induzir hemdlise em eritrécitos para extratos
aquosos de PL, CL e EL nas concentracbes 0,5 - 8,0 mg/mL estdo representados
na Figura 15. Foi demonstrado que mesmo com o aumento das concentracbes da
polpa, casca e endocarpo (p < 0,05), estas ndo apresentaram capacidade hemolitica
ex vivo, ao comparar com o controle negativo (PBS), de modo que diferencas
estatisticas ndo foram observadas em relacdo as amostras e o controle negativo em
todas as concentracfes avaliadas (p > 0,05). Enquanto que foi observada elevada
taxa hemolitica (100 %) para o controle positivo utilizado no teste de capacidade
hemolitica (Triton X-100).

4.5 Correlacao entre os compostos bioativos e capacidade antioxidante

A correlacdo de Pearson, medida da forca da relacdo linear entre duas
variaveis, revelou uma relacdo positiva entre os compostos bioativos (fenois totais,
flavonoides totais, carotenoides totais, taninos condensados e hidrolisaveis) e a
capacidade antioxidante (r > 0,881; p < 0,05), assim como em compostos bioativos e a
protecdo contra hemdlise oxidativa (r > 0,907; p < 0,05) (Tabela 4). Por outro lado, a
correlacdo de Pearson ndo mostrou associacdo entre atividade antioxidante contra
peroxidacdo lipidica (TBARS) e a presenca de compostos bioativos para a maioria das

correlacbes analisadas (p > 0,05).
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Figura 15 - Capacidade hemolitica dos extratos aquosos de Polpa (PL), Casca (CL) e
Endocarpo liofilizados (EL) de buriti, em diferentes concentra¢gdes (0,5-8,0 mg/mL).
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Legenda: Os valores representam a média + E.P.M da hemdlise ex vivo, n = 5, dos
experimentos em duplicata. O Triton X-100, na concentra¢do de 0,5 mg/mL foi usado como
padrdo hemolitico. ?p < 0,05 em relacéo ao controle negativo (CN = PBS) (ANOVA e Neuman-
Keuls como post hoc teste).
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Tabela 4 - Correlacdo de Pearson (valores de R?) entre compostos bioativos e capacidade antioxidante da polpa, casca e endocarpo de buriti.

Polpa
Classe de compostos DPPH* ABTS™ Potencial redutor TBARS Oxido nitrico  Hemdlise oxidativa
Fenois totais 0,956* 0,978* 0,978~ 0,867 0,931* 0,954*
Flavonoides totais 0,957* 0,979* 0,978~ 0,869 0,933* 0,956*
Carotenoides totais 0,951* 0,974* 0,975* 0,859 0,926* 0,951*
Taninos condensados 0,955* 0,977* 0,978* 0,866 0,930* 0,954*
Taninos hidrolisaveis 0,923* 0,953* 0,956* 0,822 0,898* 0,935*

Casca
Fenois totais 0,681 0,847 0,928* 0,749 0,854 0,907*
Flavonoides totais 0,956* 0,978* 0,978~ 0,867 0,931* 0,954*
Carotenoides totais 0,966* 0,984* 0,983~ 0,881* 0,941* 0,959*
Taninos condensados 0,963* 0,982+ 0,982* 0,876 0,937+ 0,957~
Taninos hidrolisaveis 0,972* 0,988* 0,987* 0,890% 0,947* 0,961*

Endocarpo

Fenois totais 0,682 0,848 0,930* 0,751 0,854 0,907*
Flavonoides totais 0,951* 0,974* 0,975* 0,860 0,926* 0,952*
Carotenoides totais 0,949* 0,973* 0,974~ 0,857 0,924* 0,950*
Taninos condensados 0,952* 0,975* 0,976 * 0,861 0,927* 0,952*
Taninos hidrolisaveis 0,948* 0,972* 0,973 * 0,855 0,923* 0,950*

*p < 0,05. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi calculado usando Teste t de Student, nivel de significancia de 5% para todas as variaveis. 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH"), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-acido sulfénico (ABTS™), potencial redutor (Fe*/Fe?), substancias reativas de acido tiobarbitirico
[niveis de TBARS induzido por 2,2'-azo-bis (2-metilpropionamidinal) dihidroclorido, AAPH) e éxido nitrico (induzido por nitroprussiato de sédio).
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5 DISCUSSAO

As espécies vegetais produzem metabdlitos secundarios pertencentes a diferentes
grupos quimicos, tais como alcaldides e glicosideos cianogénicos e compostos néo
nitrogenados, como taninos, flavonoides, terpenos e antocianinas que apresentam atividade
antioxidante (KRISHNAIAH, SARBATLY, NITHYANANDAM, 2011; LOPEZ-ALARCON,
DENICOLA, 2013, FARIAS et al., 2013, ARAUJO et al., 2015, PEREIRA-FREIRE et al.,
2016). Atualmente, sabe-se que o dano oxidativo contribui significativamente para o
desenvolvimento de patologias, portanto, é essencial a realizacdo de pesquisas capazes de
avaliar a acao quimiopreventiva de produtos naturais, de forma que o presente estudo tem
uma relevante contribuicdo cientifica, pois utilizou diferentes métodos bioquimicos para
destacar a acao antioxidante e funcional de frutos de M. flexuosa.

A avaliacdo de compostos bioativos em frutos de M. flexuosa revelou que a casca do
fruto apresenta valores mais elevados de fendis (acido protocatecuico), flavonoides
(quercetina, apigenina), carotenoides e taninos (catequina e epicatequina) quando
comparados a polpa e endocarpo. De fato, estudos anteriores demonstraram que extratos
de polpa de Buriti da regido amazo6nica tém principalmente &acido quinico, acido cafeico,
acido clorogénico, acido ferulico, p-Cumarico, protocatecuico, catequina, epicatequina,
luteolina, apigenina, miricetina, canferol e quercetina, alguns deles sdo encontrados também
em concentracbes mais baixas (BATAGLION et al., 2014). A andlise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) também demonstra que o buriti € uma excelente fonte de
carotendides (44600 ug / 100 g), especialmente a- e B-caroteno e cis- e trans-v-caroteno,
gue normalmente sdo encontrados em cenouras, fonte de vitamina A mais conhecida e
aceita pelos consumidores, justificando seu uso no tratamento de hipovitaminose A (LIMA et
al., 2009; SANTOS et al., 2015; AQUINO et al., 2015).

Os resultados do screening fitoquimico apresentaram diferencas por 100g de
material seco, considerando que as amostras de buriti da atual pesquisa foram coletadas em
condi¢gBes naturais do Cerrado brasileiro (um tipo de savana). Porém, a maioria dos estudos
revisados apresentou resultados com frutos da regido amazonica, essas diferencas podem
ser explicadas por variac6es nas condi¢cdes do bioma, jaA que a Amazbnia é quente e Umida,
enguanto o Cerrado apresenta um clima mais seco. Além disso, o Cerrado € mais acido e
rico em sais de aluminio, o que provavelmente ir4 gerar maior estresse oxidativo para as
plantas que reagem produzindo agentes antioxidantes (CANDIDO, SILVA, AGOSTINI-
COSTA, 2015).
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As substancias polifendlicas com alta atividade antioxidante in vitro ndo tém
necessariamente acdes semelhantes apds o0 processo gastrointestinal e a absorcdo
(BRIONES-LABARCA et al, 2011; LIMA et al, 2014). Portanto, verificamos a
bioacessibilidade de compostos fendélicos nos extratos metandlicos de polpa, casca e
endocarpo de buriti. Para isso, utilizamos metodologia in vitro, que recentemente ganhou
muita atencdo, porque simula o processo de digestdo gastrointestinal, permitindo assim
estudar as mudancas que ocorrem nos componentes da dieta durante a digestdo gastrica e
intestinal. Além disso, as técnicas in vitro tém a vantagem de substituir os animais e séo
eficientes em termos de tempo, requerem menos mao-de-obra e custo efetivo
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010; PALAFOX-CARLOS et al.,, 2011; LIMA et al., 2014). Os
resultados dessa pesquisa em extratos metandlicos de M. flexuosa mostraram reducéo de
polifendis bioacessiveis apds simulacdo de digestdo, variando de 18,7 (polpa) a 38,7%
(casca), entretanto € necessario mais estudos para determinar como o processo de digestdo
afeta a estabilidade e propriedades quimicas destes compostos.

E importante notar que somente os nutrientes solubilizados da matriz alimentar que
ndo sao destruidos durante a digestdo gastrointestinal séo bioacessiveis e potencialmente
biodisponiveis (PARLA, AGUILERA, 2007; TAGLIAZUCCHI et al., 2010), uma vez que 0s
componentes da fibra dietética ndo sdo absorvidos, mas atingem o intestino grosso e
fornecem o substrato para a digestdo intestinal. As fibras solUveis sdo normalmente
fermentadas rapidamente, enquanto as insollveis sao lentas ou apenas parcialmente
fermentadas. A fermentacdo € realizada por bactérias anaerdbias do célon (géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, por exemplo), levando a producdo de acido latico, acidos
graxos de cadeia curta e gas, eventos que podem alterar os componentes dos alimentos e
sua biodisponibilidade (SAAD, 2006). Embora os frutos de M. flexuosa tenham sido
associados a mudltiplas propriedades nutricionais que podem ser favoraveis a salde
humana, suas fibras e polifendis podem se ligar a compostos macromoleculares que nao
sdo dialisaveis ou geram complexos minerais, diminuindo ainda mais a solubilidade e a
bioacessibilidade de compostos como os fendis (MANHAES, SABAA-SRUR, 2011;
BOUAYED, HOFFMANN, BOHN., 2011). Além disso, como 0 processo de dialise durante a
digestdo gastrointestinal in vitro separa substancias bioativas, isso pode interferir com a
atividade biolégica e a quantidade de compostos fendlicos, que podem trabalhar mais
eficientemente em conjunto do que individualmente como sinergistas para reduzir os
radicais livres (GAWLIK-DZIKI et al., 2012).

Lima et al. (2014) ao trabalharem com frutos de Anacardium occidentale L., outra

delicia natural tipica do Nordeste brasileiro, conhecida como "caju”, "acajuiba" e "agajaiba",
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mais popularmente aceita, estudada e economicamente explorada que a M. flexuosa,
mostrou também uma perda consideravel de compostos fendlicos no suco integral de caju e
na fibra de caju apds os testes de bioacessibilidade in vitro, isso se deve principalmente ao
tipo de elementos da matriz alimentar, que reflete sobre a porcentagem de absorcdo
gastrointestinal de compostos fendlicos.

A atividade antioxidante in vitro baseia-se principalmente em ensaios quimicos que
avaliam a capacidade de uma substancia em reduzir a concentragdo de radicais livres em
meio de reacdo especifico (BADARINATH et al., 2010; CAROCHO, FERREIRA, 2012). Em
nossa pesquisa foram realizados métodos para determinar a capacidade antioxidante das
amostras de polpa, casca e endocarpo de buriti in vitro, e foi possivel observar que o fruto
da M. flexuosa é rico em compostos antioxidantes (compostos fendlicos e carotenoides). Em
primeiro lugar, utilizou-se o método DPPH, uma vez que se trata de um ensaio rapido,
simples, preciso e barato para medir a capacidade de diferentes compostos como
sequestradores de radicais livres ou doadores de hidrogénio, e para avaliar a atividade
antioxidante de substancias naturais independente da solubilidade da amostra (MARXEN et
al., 2007, FARIAS et al., 2013). No teste ABTS, o &cido 2,2'-azinobis (3-etilbenztiazolina-6) é
convertido em seu radical (ABTS « +) por adi¢gdo de persulfato de sédio que é reativo com a
maioria dos antioxidantes, podendo ser usado para determinar a capacidade antioxidante de
materiais hidrofilicos e hidrofébicos (LOPEZ-ALARCON, DENICOLA, 2013).

Nesse contexto, e seguindo uma linha de pesquisa para investigar a capacidade
antioxidante de nossas amostras, também foi realizado ensaio de poder redutor, que ocorre
pela transformacéo do ferricianeto de potassio [Fe**(CN")¢] de cor amarela a ferrocianeto de
potassio [Fe?*(CN7)¢] de cor verde (MACHADO et al.,, 2015). Os flavonoides e &cidos
fendlicos de ocorréncia em plantas medicinais possuem elevada capacidade antioxidante,
gque depende do seu potencial para formar o complexo com &tomos de metal,
particularmente ferro e cobre. Este método baseia-se no principio do aumento da
absorvancia das misturas reacionais (LOPES, SCHULMAN, LIMA, 1999). Vale ainda
destacar que, essa mudanca de cor ocorre por meio da capacidade de transferéncia de
elétrons, na qual, serve como um importante indicador da capacidade antioxidante
apresentado pelas amostras de nosso estudo (PL, CL e EL).

Adicionalmente, a peroxidacao lipidica foi determinada pela remocao de TBARS
(substancias reativas com o &cido tiobarbitdrico). Uma vez que os acidos graxos poli-
insaturados sao alvos faceis para os oxidantes e o processo de peroxidacao lipidica é, uma
vez iniciado, um processo auto-sustentavel de formacdo de radicais livres em cadeia. De

modo que o acumulo de produtos de peroxidagéo lipidica fornece o marcador bioquimico
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mais comum do estresse oxidativo (ESTERBAUER, CHEESEMAN, 1990, GUIMARAES et
al., 2010) e finalmente, a determinacdo da capacidade antioxidante contra o 6xido nitrico foi
realizada com base na decomposi¢do espontanea do nitroprussiato de sédio em 6xido
nitrico em pH fisiolégico e condicbes aerbbias, que produzem nitritos (GREEN,
TANNENBAUM, GOLDMAN, 1981; BASU, HAZRA, 2006). Foi importante realizar a
avaliagdo das amostras de polpa, casca e endocarpo de buriti contra radicais livres
(ROS/RNS), uma vez que esses radicais podem causar danos a componentes bioldgicos
como o aminoacido aromatico tirosina e bases de DNA, particularmente em guaninas, por
nitragéo ou hidroxilagdo (CAROCHO, FERREIRA, 2012).

As amostras de Buriti apresentaram capacidade antioxidante, mas 0s extratos de
casca foram mais ativos para todos os parametros analisados. Koolen et al (2013a) também
demonstraram potencial antioxidante em folhas (pelo método FRAP - reducdo de ferro) e
polpas de frutas (método DPPH) da Mauritia flexuosa. As diferencas na acdo antioxidante
encontradas estdo provavelmente associadas a concentracdes distintas dos constituintes
quimicos em cada parte da planta, principalmente flavonoides e antocianinas (FERREIRA et
al., 2011). Assim, ha uma enorme possibilidade de que esse efeito se repita em frutos de
buriti oriundos de diferentes regides brasileiras, uma vez que a M. flexuosa no bioma
"Cerrado" esti exposto a uma maior incidéncia de luz solar e um solo de clima seco (MORI
et al., 2007; CANDIDO, SILVA, AGOSTINI-COSTA, 2015). Autores sugerem que as
condi¢Bes climéticas interferem na constituicdo quimica, bem como na caracterizacéo fisica
dos frutos, com valores médios de 22,1 - 25,1, 11 - 24,2, 21,0 e 32,6 - 63,9%, para cascas,
polpa, endocarpo e sementes, respectivamente (BARBOSA et al.,, 2009; CARNEIRO,
CARNEIRO, 2011).

Conforme nossos achados e revisdo cientifica, foi relatado pela primeira vez, a
maior presenca de compostos fendlicos (57,0 e 53,6%), flavonoides (22,1 e 57,2%) e
taninos (hidrolisaveis: 15,7 e 99,8%, condensados: 41,1 e 69,1%) e posteriormente, melhor
capacidade antioxidante no extrato metandlico de cascas quando comparado com extratos
de polpa e endocarpo do fruto de buriti do Cerrado brasileiro, respectivamente. E de notar
gue, tipicamente, os fendis e carotendides sdo encontrados em concentracdes mais
elevadas nas cascas, devido a sua pigmentacdo, regulacdo da atividade enzimética e
protecdo contra a luz solar e microrganismos patogénicos (SAINI, NILE, PARK, 2015;
MURKOVIC, 2016).

Para o fruto de M. flexuosa, este tipo de protecdo € necessario e pode ser uma
razao para a maior concentragdo de compostos bioativos encontrados na casca do que na

polpa e no endocarpo. Utilizando a correlacdo de Pearson, encontramos um bom indice de
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correlacdo entre 0os compostos bioativos e a capacidade antioxidante de polpa, casca e
endocarpo de Mauritia flexuosa, que apdiam a sugestdo de que a protecdo contra a
hemolise oxidativa esté diretamente associada aos niveis de substancias bioativas.

Como os extratos vegetais sdo ricos em diferentes classes de compostos bioativos
que podem atacar ou interagir com membranas celulares, o ensaio de hemodlise é
freqlentemente usado para testar materiais, compostos ou mistura de compostos a pHs
definidos que imitam ambientes extracelulares. Assim, a avaliagdo da estabilidade da
membrana durante a exposicdo a produtos fitoterapicos deve ser rotineiramente
considerada na sua avaliagdo, uma vez que o consumo desses produtos estd aumentando
globalmente e pode constituir um grave problema de salde publica. Assim, a estabilidade da
membrana representa a capacidade desse complexo biolégico em manter sua estrutura sob
condi¢gBes caotropicas, tais como hipotonicidade, pHs extremos, calor, presenca de solutos
(como etanol, uréia e guanidina) e estresse oxidativo (SANTOS et al., 2010; CARVALHO et
al., 2013; CERIELLO, TESTA, GENOVESE, 2016). Quando submetidos aos ensaios de
células, nenhuma das amostras de Buriti causou lise nos eritrocitos de ratos Wistar fémeas.
Por outro lado, as células sanguineas tratadas com os radicais peroxilas revelaram hemdlise
intensa, diferente do que aconteceu com o0s extratos de polpa, casca e endocarpo.
Novamente, melhores resultados (p > 0,05) foram encontrados com casca, em que a CEsp
para protecdo celular em hemdlise oxidativa foi de 1,8 + 0,1 mg/mL.

Ao observar os cromatogramas dos extratos metandlicos de polpa, casca e
endocarpo de buriti, foi identificado compostos fendlicos de grande relevancia, como o acido
protocatecuico (na polpa), que Bataglion et al. (2014) j& o identificou em frutos de buriti e o
caracterizou com atividade hipoglicemiante, além de apreseentar-se como protetor para
resisténcia a insulina usando células de adipdcitos humanos (SCAZZOCCHIO et al., 2015).

Os extratos dos frutos de M. flexuosa ndo apresentaram atividade hemolitica,
estando associado a estabilizacdo osmética de eritrocitos. E possivel que a exacerbacio
das ligacdes de Van der Waals dentro da bicamada lipidica possa ser uma fonte de
estabilizacdo da membrana, embora essa protecdo da membrana esteja normalmente
relacionada a prevencdo da lipoperoxidacdo desencadeada por metabdlitos secundarios
como flavonoides e fendis que podem ser incorporados nas membranas eritrocitarias
(CHAUDHURI et al., 2007; ROSELLI et al., 2007; FREITAS et al., 2014). De fato, existe uma
forte correlacdo entre as substancias reativas ao acido tiobarbitrico (TBARS) como um
marcador de peroxidacdo lipidica e produtos que protegem as células contra danos
oxidativos (BADARINATH et al.,, 2010). Tal protecdo pode explicar, ab menos em parte,

alguns usos populares e inclusive pesquisas das propriedades farmacolégicas desses
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frutos, com alegagéo de efeitos protetores contra 0 comprometimento cognitivo (LEAO et al.,
2016; CATTANI, BARUQUE-RAMOS, 2016), antiagregantes plaquetarios e antitrombéticos
(FUENTES et al., 2013), hipocolesterolémico (AQUINO et al., 2015, 2016) e excelente
atividade de cicatrizacdo (CANDIDO, SANTOS, AGOSTINI-COSTA., 2015).

6 CONCLUSAO

Foi encontrado excelentes valores de compostos fendlicos, flavonoides,
carotenoides e taninos, em maior quantidade na casca do fruto, bem como foi identificado
CBs de grande relevancia clinica em polpa, casca e endocarpo em p6 do fruto de buriti
(acido protocatecuico, catequinas e epicatequinas). Além disso, se observou nessas
amostras capacidade antioxidante elevada em modelos celulares in vitro e ex vivo e
apresentamos, pela primeira vez, melhores potencialidades quimiopreventivas de seus
subprodutos, uma vez que as cascas apresentaram valores mais elevados de compostos
bioativos e substéncias fendlicas antes e apds a investigacdo de bioacessibilidade in vitro.
Como no Norte e Nordeste Brasileiro, a transformacédo do fruto de M. flexuosa, é feita
especialmente para a producdo de doces e extragcdo de 6leo, ha uma grande produgéo
anual de subprodutos (ou residuos agricolas) como casca, endocarpo e sementes, e nessa
Tese ficou evidente que estas partes do fruto apesar de descartadas ou subutilizadas,
devem ser melhor utilizadas em virtude das caracteristicas nutricionais desses subprodutos
com potencial para uso como ingrediente alimentar e em diversas areas da biotecnologia

sustentavel.
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CAPITULO 4

Toxicidade pré-clinica dos bioprodutos liofilizados de buriti

Preclinical toxicity of buriti lyophilized bioproducts

Artigo a ser submetido a revista A2: Journal of Ethnopharmacology

Caracterizacdo nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccao de frutos regionais



177

RESUMO GRAFICO

_ Toxicidade dose tinica (aguda) e
i doses repetldas subcromca V_

‘ Teste do campo aberto ‘ ’ Testedorotarod ’

b . [ Andlises laboratoriais ]

“_| Bioquimico
p ey 4 Hematoldgico

Caracterizacdo nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccao de frutos regionais



178

Toxicidade pré-clinica de bioprodutos liofilizados de Mauritia flexuosa

RESUMO

Os bioprodutos de buriti demonstraram ser de grande relevancia nutricional e potencial
antioxidante, além de outros efeitos farmacoldgicos anteriormente comprovados, entretanto,
é fundamental avaliar a toxicidade destes produtos para que possam ser utilizados como
alimentos funcionais, assim como ampliar a oferta destes a populacéo. O objetivo do estudo
foi determinar os efeitos da administracdo aguda (dose Unica) e subaguda (28 dias) sobre
paréametros bioquimicos, hematoldgicos e histoldgicos, bem como a atividade locomotora e
coordenacdo motora de camundongos tratados com extratos aquosos de polpa, casca e
endocarpo de buriti. Camundongos Swiss, sexo feminino, pesando entre 25 - 35 g foram
utilizados nos experimentos. Na toxicidade aguda, os animais receberam por via oral, dose
Unica dos extratos aquosos de polpa, casca e endocarpo de buriti (Mauritia flexuosa), doses
de 300 mg/kg e 2000 mg/kg (n = 3 por grupo), além de grupo controle negativo (agua,v.o.;1
mL/100g). Para toxicidade subaguda, foram administradas doses repetidas por 28 dias de
300 mg/Kg e 600 mg/Kg (n = 7 por grupo) além de grupo controle negativo (agua, v.o. 1
mL/100g; n = 7) e grupo controle positivo (diazepam 1 mg/Kg, i.p., n = 5), para avaliacdo nos
testes comportamentais. Os parametros de avaliagdo comportamental foram semelhantes
para toxicidade aguda e subaguda. Os animais foram observados aos 30 min, 1h, 2h, 4h,
6h, 12h e 24h e a partir de entdo a avaliacdo foi realizada até o 14° dia (toxicidade aguda)
apos o tratamento, seguindo o0 screening hipocrético, e até o 28° dia, para avaliagdo de
toxicidade subaguda. A cada 2 dias, eles foram pesados e o consumo de ragdo e agua
foram quantificados. Em ambas as doses nenhuma alteracdo em relacdo ao screening
hipocratico foi observada, além disso, ndo houve diferenca significativa quanto ao peso dos
orgdos entre os grupos tratados e o controle, nem foram observadas alteracdes
macroscopicas e histolégicas (coragao, rins, pulmao, figado, bago, estbmago e cérebro). No
perfil bioquimico, ndo houve diferenca estatistica no tratamento agudo, de dose Unica, no
entanto, no tratamento com doses repetidas, foi observado reducao de glicose, triglicerideos
e colesterol total para todos os grupos em tratamento. O HDL-c foi significante em relacdo
ao controle (p < 0,05) apenas no grupo tratado com extrato de casca na maior dose
administrada (600 mg/Kg). Diante dos resultados, é possivel sugerir que o extrato da polpa,
casca e endocarpo do fruto de buriti ndo apresenta toxicidade aguda e subaguda sobre
camundongos Swiss, nas concentracfes testadas, e que possivelmente podem apresentar
alguma acdo na melhoria do metabolismo glicidico e lipidico em camundongos Swiss,
devendo ser realizado uma pesquisa com protocolo apropriado para testar essas possiveis
acoes farmacoldgicas.

Palavras-chave: Liofilizacdo. Frutos. Bioquimica. Intoxicacdo aguda. Intoxicacdo Subaguda.
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ABSTRACT

Buriti by-product demonstrated to be of high nutritional relevance and potential antioxidant,
besides other pharmacologic effects previously proven. However, it is fundamental to
evaluate the toxicity of such products so they could be consumed as functional foods, as well
as to increase their availability to the population. The objective of the study was to determine
the effects of acute (single-dose) and sub-acute (28 days) administration over biochemical,
hematologic and histologic parameters, as well as the locomotor activity and body
coordination of mice treated with aqueous extracts from the buriti pulp, peel and endocarp.
The experimental sample ware female Swiss mice with 25 to 35¢g of body mass. In the acute
toxicity, we submitted the animals to oral single-doses of aqueous extracts of the buriti’s
(Mauritia flexuosa) pulp, peel, and endocarp with doses at 300 and 2000 mg/Kg (n = 3 per
group), besides we used a negative control group (water, v.o.; 1 mL/100g). With concern to
the sub-acute toxicity, we administrated repeated doses of the same extracts with doses at
300 and 600 mg/Kg (n = 7 per group), a negative control group (water, v.0. 1mL/100g; n = 7),
and positive control group (diazepam 1 mg/Kg, i.p., n = 5) to the behavioral tests evaluation.
The behavioral evaluation parameters were similar in both acute and sub-acute toxicity. We
observed the animals after 30min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h, 24h after the first dose administration.
After that, the evaluation was realized by following the hippocratic screening just after the
administration until the 14" day (acute toxicity) and up to the 28" day (sub acute toxicity).
Every 2 days, we measured their body mass and their feed and water intake. The hippocratic
screening showed no changes, besides, there was no significant changes with regarding to
the organs weight of the treated groups, including the control one. In addition, we observed
no macroscopic nor histological changes (liver, heart, kidneys, lung, spleen, stomach, and
brains). In the biochemical profile, there was no statistical difference in the acute treatment
(single-dose). However, we observed glucose, triglyceride, and total cholesterol reduction in
all groups in the treatment with repeated doses. The cholesterol HDL was significant in
relation to the control (p < 0.05) only in the group treated with the administration of bigger
doses of the extract of pulp (600 mg/Kg). From the results, it is possible to suggest the pulp,
the peel, and the endocarp of the buriti fruit show neither acute or sub acute toxicity over
Swiss mice, with regarding to the concentrations tested in this experiment. Besides, it is
possible they have contributed in improvement of the glicidic and lipidic metabolism of Swiss
mice, which point out to further investigation regarding such possible pharmacological effects
under a proper protocol.

Keywords:. Lyophilization. Fruits. Biochemistry. Acute and sub-acute toxicity
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o mercado brasileiro de produtos naturais esta em franca
expansdo, acompanhando uma tendéncia mundial e isso se deve ao argumento de que as
plantas e compostos naturais sdo eficazes, seguros e isentos de efeitos adversos, além de
apresentarem atividade terapéutica especifica (RECKZIEGEL et al., 2011). Entretanto, em
sua maioria, essas indicacdes terapéuticas possuem fundamentacdo apenas em habitos e
costumes populares, sem comprovacao farmacolégica ou mesmo estudos de toxicidade pré-
clinicos. Tais produtos naturais possuem uma ampla variabilidade de constituintes quimicos
e isso reflete em diferentes mecanismos biolégicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos, assim
como interfere também sobre sua eficAcia e seguranca. Portanto, a avaliacdo de
substancias isoladas, fracdes ou extratos necessitam de estudos para elucidar a atividade
biol6gica, concentragdo ativa, o potencial toxico e investigar os mecanismos atribuidos para
cada constituinte existente em diferentes partes da planta (AHMADI et al., 2011; KOOLEN et
al., 2015).

No Brasil, o reconhecimento das propriedades nutricionais e quimiopreventivas de
produtos naturais tem elevado o consumo de frutas tropicais no mercado nacional e
internacional, especialmente, em virtude de pesquisas que indicam a enorme relevancia
desses alimentos para a saude humana (FAO, 2015). Porém, a industria alimenticia esta
mais atenta aos desejos do consumidor e ao retorno do investimento, produzindo novos
produtos com a insercdo de ingredientes funcionais e concentrando o marketing no apelo a
vida saudavel sem de fato se preocupar com os reais beneficios (e maleficios) de tais
produtos. Entretanto, devido a existéncia de normas mais rigidas e claras para a formulacgéao,
determinacdo da eficicia, seguranca e venda, os produtos de origem vegetal com
propriedades farmacoterapéuticas tem se destacado contra diversas patologias, inclusive
contra aquelas que ndo respondem bem aos tratamentos convencionais (MARQUES et al.,
2014; AQUINO et al., 2015; PEREIRA et al., 2015).

A Mauritia flexuosa (burit) € um fruto do cerrado brasileiro rico em compostos
bioativos de importancia nutricional e terapéutica. Dentre eles, estdo os compostos fendlicos
e carotenoides, evidenciados como protetores contra agentes indutores de danos ao DNA
(KOOLEN et al.,, 2015; CHANG; SHEEN; LEY, 2015). Esses compostos (alcaloides e
flavonoides) que produzem efeitos benéficos & saude devido & acdo quimiopreventiva,
podem também apresentar efeitos toxicos ou citotoxicos (HALLIWELL, 2008). Logo, é
necessario o desenvolvimento de pesquisas de caracterizacao fitoquimica de frutos tropicais

como o buriti, assim como analisar sua toxicidade e genotoxicidade, a fim de propor
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alimentos e produtos nutracéuticos toxicologicamente seguros (KEY et al., 2015; KOOLEN
et al., 2015). Uma vez que a polpa do buriti e demais partes de seu fruto apresentam grande
potencial para serem aplicados como ingredientes funcionais na area de tecnologia de
alimentos e em biotecnologia sustentavel, nesta parte do trabalho analisou-se a toxicidade
aguda e subaguda da polpa, casca e endocarpo em animais e parametros bioquimicos,

hematoldgicos, comportamentais e histolégicos em camundongos.

2 MATERAIS E METODOS

2.1 Obtencéo do extrato aguoso de partes da M. flexuosa

Trezentas unidades de frutos de buriti (Mauritia flexuosa) foram coletados na cidade
de Agua Branca, estado do Piaui (latitude 5° 54’S; longitude 42°38’'W), no més de dezembro
de 2014, e levados ao Laboratério do Instituto Federal do Piaui (IFPI) para iniciar o processo
de despolpa e separagdo das partes do fruto. A exsicata de N° 30567 foi depositada no
Herbério Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui (UFPI), referente & M. flexuosa
L. Os frutos foram selecionados quanto a sanidade e mesmo estagio de maturagdo, para
posteriormente serem higienizados em agua contendo 25 ppm de hipoclorito de sodio
comercial. Em seguida, foi realizado o processo de despolpa e separacao das partes do
fruto, obtendo-se a polpa, casca e o endocarpo.

As amostras do fruto foram liofilizadas e analisadas somente apds esse processo.
Para tanto as diferentes partes do buriti foram congeladas separadamente em ultrafreezer,
na temperatura de -70 °C para em seguida, serem depositadas em bandeja de aco
inoxidavel do liofilizador modelo L101 (Liotop, Sdo Carlos, Brasil), que foi hermeticamente
fechado e acionado o sistema de congelamento. Todas as amostras foram liofilizadas em
temperatura de - 40°C e pressao a vacuo abaixo de 500 mmHg e velocidade de liofilizacdo
de 1 m/h (unidade de vazao), por 72 horas, em seguidas foram acondicionadas em
embalagens plasticas e sob refrigeracdo, além de serem processadas em moinho de rotor

tipo ciclone (TE-651/2-TECNAL) até a obtencdo de um pé homogéneo (0,5 mesh).
2.2 Preparo do extrato aquoso

As trés amostras analisadas, ap0s processo de desidratacdo por liofilizacdo e
processamento em moinho rotor, foram submetidas a extracdo com solu¢cdo aquosa por
maceracdo em gral de pistilo durante 10 minutos (1/10, amostra/solvente) para obtencado de
solucdo com consisténcia uniforme e homogénea. Em seguida, foi realizado o

armazenamento dos extratos aquosos a 4°C até o momento da administracao por gavagem
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em camundongos. Esse procedimento foi realizado para o estudo de toxicidade aguda (com

Artemia salina e em camundongos) e na toxicidade subaguda.

2.3 Teste de toxicidade em Artemia salina dos bioprodutos de buriti

O ensaio de toxicidade com A. salina foi realizado de acordo com a metodologia
proposta por Meyer et al. (1982). Para tanto, foi preparado agua do mar artificial com NacCl
(15,153 g), MgCl (1,398 g), MgSO4 (1,888 g), CaCl» (0,652 g), KCI (0,414 g), NaHCO3 (0,116
g), dissolvidos em 1 L de agua destilada. Em seguida, os ovos de A. salina foram colocados
na solucdo preparada (10 mg/mL), com aeracdo constante a 25 °C. Apds 48h, foram
colocados, em triplicata, dez exemplares de nauplios em tubos de ensaio em um volume
total de 10 mL de agua marinha artificial com concentracdes finais de 50, 250, 500 e 1000
png/mL da casca, polpa e endocarpo do buriti (M. flexuosa), dissolvidos em agua destilada e
Tween 80 para solubilizar. O grupo controle negativo foi representado apenas por agua
marinha e Tween 80 a 1% (v/v) e o controle positivo recebeu dicromato de potassio (50
pg/mL). Apds o periodo de 24 h, foi realizada a contagem do ndmero de nauplios

sobreviventes usando uma lupa (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica do teste de Artemia Salina.
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Fonte: Autoria prépria.
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2.4 Estudos de toxicidade
2.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem Swiss,
nuliparas, ndo gravidas, saudaveis, com 3 meses de idade e média de 30,0 + 0,10 g, todos
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os animais receberam
agua e racdo tipo em pellets (Purina®, Brasil) ad libitum e foram mantidos sob condicdes
controladas de iluminacdo (12h de ciclo claro/escuro) e temperatura (24 £ 2 °C). Os
experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos ha experimentacao
animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e todos os procedimentos
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA -
Protocolo 054/2014) da Universidade Federal do Piaui (UFPI, Teresina).

Figura 2 - Mus musculus, linhagem Swiss.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.4.2 Avaliacéo datoxicidade aguda e subaguda

O delineamento experimental para realizacdo dos testes de toxicidade aguda e
subaguda dos extratos da polpa e demais subprodutos do buriti esta descrito no esquema
grafico da Figura 3. O extrato aquoso das amostras foi administrado por gavagem
orogastrica, tanto para avaliacdo da toxicidade aguda quanto da subaguda. O volume né&o
excedeu a 1 mL/100g de peso. Para todos os testes, foi incluido um grupo controle, tratado
apenas com veiculo (agua).

O comportamento geral dos camundongos foi monitorizado continuamente durante
1h apés a administracéo, e periodicamente, durante as primeiras 24h, com especial atencao
durante as primeiras 3h (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949). Nesse teste, 0os animais foram
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diariamente avaliados até 14 dias (toxicidade aguda) e até 28 dias (toxicidade subaguda).
As alteracdes nas atividades normais dos camundongos foram monitoradas, assim como o
tempo em que os sinais de toxicidade ou de morte apareceram.

Levando em consideragdo a minimizagdo da dor e do sofrimento, bem como a
garantia da robustez e reprodutibilidade dos estudos, realizou-se a metodologia de
toxicidade aguda Classe Toxica, estabelecida pela Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD), numero 423 (OECD, 2001). A dose inicial de 300 mg/kg foi selecionada
considerando substancias ndo testadas ou com histérico de toxicidade desconhecida. Como
nao foi observada morte nesta dose, testou-se a dose mais alta recomendada (2000 mg/kg).
Para tanto, foram utilizados 3 animais por grupo (ANVISA, 2013). Antes das administracdes,
os animais foram aclimatados durante 5 dias no Biotério setorial de Experimentacdo do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF) e mantidos em jejum
por 4 - 6h com acesso a agua ad libitum antes da administracdo. Os animais foram
alimentados ap6s 2h e observados para detec¢do de morte e outros sinais e sintomas de
toxicidade aos 30 min, 1h, 2h e 4h. Foram avaliados os efeitos sobre: a) Estado de
consciéncia e disposicao (frénito vocal e irritabilidade); b) Coordenacdo motora (atividade
geral, resposta ao toque, resposta ao aperto de cauda, contorcdo abdominal, reflexo de
endireitamento); ¢) Ténus muscular (tbnus do corpo, forca para agarrar, ataxia); d) Reflexos
(corneal); e) Atividade do sistema nervoso central (tremores, convulsdes, estimulagoes,
fendbmeno de “Straub”, hipnose, anestesia); f) Atividade do sistema nervoso auténomo
(lacrimacgédo, ptose, miccdo, defecacdo, piloerecdo, respiracdo) (MALONE; ROBICHAUD,
1962, 1983; LUCIO et al., 2000).

O teste de toxicidade oral subaguda foi realizado segundo o protocolo experimental
OECD 407 (2008) (Figura 3). Para tal, foram utilizados 7 animais por grupo, e as doses
foram de 300 mg/kg (semelhante a dose de toxicidade aguda) e 600 mg/kg de cada amostra
(polpa, casca e endocarpo), uma dose inferior e uma intermediaria & maior dose proposta
pela OECD, além do grupo veiculo (agua, v.0. 1mL/100g). A administracdo foi realizada por
via oral durante 28 dias consecutivos, sempre no mesmo horario, respeitando o ciclo
claro/escuro. Uma vez que objetivou-se também analisar possiveis alteracdes
comportamentais, um grupo extra de animais foi acrescentado como controle positivo e
recebeu via intraperitoneal diazepam 1mg/Kg (n = 5) somente no dia das analises (29° dia) e
em seguida foram submetidos aos estudos comportamentais conforme protocolo dos

demais grupos.
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O modo de administragdo dos extratos, assim como a observacdo dos sinais de
toxicidade, seguiu mesma metodologia aplicada na avaliagdo da toxicidade de dose Unica.
Para acompanhamento da evolucdo do teste de toxicidade, os animais foram marcados, a

partir da base da cauda, com ndamero de tracos feitos com caneta marcadora permanente.

Figura 3 - Esquema do estudo da toxicidade aguda e subaguda de polpa, casca e
endocarpo de buriti.

Toxicidade aguda e subaguda

Via oral
|

Avaliagdo geral da atividade
(SNC)

{

Teste do campo

S herto Teste do rota rod

Analises laboratoriais

Genotoxicidade Bioquimico Macroscopia
(Subaguda) Hematolégico Histologia

1S¥ ) 6 4]0

Fonte: Autoria prépria.

Apoés a avaliacdo dos parametros relacionados a toxicidade aguda e subaguda e
apoés o periodo de observacdo para ambos, os animais foram submetidos a eutanasia com
solucdo de cetamina (90 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg), via intraperitoneal, para realizacédo de

estudos neuroquimicos, clinicos (bioquimicos e hematolégicos) e histologicos (Figura 3).
2.4.3 Analises comportamentais

Apés 60 min da administracdo Unica das amostras de buriti, os animais foram
avaliados quanto aos sinais de toxicidade como descrito anteriormente e submetidos a
testes comportamentais (To: 1° dia e Unico dia de administracdo das substancias; T+: 7 dias

ap6s administracdo e no Tis: 14° dia apés a administracdo e antes da eutanasia dos
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animais). JA os animais do estudo de subaguda (28 dias) foram avaliados em 5 tempos

distintos: To, T7 € T1s, To1€ Tas.

- Teste de campo aberto

Para avaliar a atividade locomotora dos animais, estes foram colocados um por um,
em campo aberto feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm),
dividido em nove quadrados de areas iguais (ARCHER, 1973). Ap6s 30 min dos
tratamentos, os seguintes parametros foram observados: nidmero de cruzamentos com as
quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE), ndmero de comportamento de
autolimpeza (grooming) e o numero de levantamentos (rearing), sem encostar na parede do
campo aberto. A avaliacao foi realizada durante o tempo de 5 min (Figura 4) e apds cada
sessdo de teste individual, o campo foi lavado com agua e sabdao, limpo com alcool 70%

para remover qualquer vestigio deixado pelos animais.

Figura 4 — Atividade locomotora dos camundongos pelo teste de campo aberto, onde (A) -
namero de cruzamentos; (B) Comportamento de autolimpeza (grooming) e (C) Numero de
levantamentos (rearing).

Fonte: Arquivo pessoal.
- Coordenacao motora: teste rota rod

O teste da barra giratéria (Figura 5) foi escolhido para determinar os efeitos da
administracdo dos extratos de buriti sobre a coordena¢cdo motora e relaxamento muscular
dos animais. Os camundongos foram treinados antes do experimento para desenvolver a
capacidade de permanecer durante 180 segundos em uma barra de 25 mm de didmetro a

uma velocidade de rotacdo de 17 rpm. Trés ensaios foram suficientes para o animal
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aprender a tarefa. Cada animal foi avaliado quanto ao numero de quedas (até trés quedas) e
o tempo de permanéncia na barra durante 180 s foram registrados (DUNHAM; MIYA, 1957).

Trinta minutos apdés a administracdo, os animais foram colocados com as quatro
patas sobre uma barra giratoria de 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm do piso, em uma
rotacéo de 17 rpm, por um periodo de trés minutos, para cada animal. Foram registrados, o
tempo de permanéncia na barra giratoria, em segundos (s), € o0 nimero de quedas, com trés
reconducdes, no maximo. Apos cada sessdo de teste individual, o equipamento foi lavado
com agua e sabao, limpo com alcool 70% para remover qualquer vestigio deixado pelos

animais.

Figura 5 - Barra giratéria (rota rod) usada para avaliar a coordenacdo motora.

Fonte: Autoria propria

2.4.4 Analise dos dados fisiolégicos
- Avaliacdo de ganho de peso

Os animais foram pesados em balan¢a semi-analitica, a cada 2 dias, durante os 14
dias de tratamento agudo, para a avaliacdo do ganho de peso. Para a determinacdo do
ganho ponderal durante 28 dias de exposicdo, os animais foram pesados nos seguintes
tempos: To, T7dias, T1adias, T21dias € NO Tosdias. Para a avaliacdo do consumo de racéo, esta era
pesada no momento de ser disponibilizada aos animais e posteriormente no dia de limpeza

das gaiolas.

- Parametros bioquimicos e hematologicos
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Depois de 14 dias do tratamento agudo (dose Unica) e 28 dias de doses repetidas, 0s
animais foram submetidos a um jejum de 4 - 6 h em periodo diurno e apods anestesia foi
realizado a coleta de sangue por punc¢édo cardiaca. Para tal, os animais foram anestesiados
e o sangue foi acondicionado em dois tipos de tubo, um com anticoagulante EDTA
(Laborlab®) para determinacdo dos paradmetros hematolégicos e o outro, sem
anticoagulante, para obtencgéo do soro e avaliacao dos parametros bioquimicos (Figura 6).

Para analise bioquimica, o material centrifugado a 3500 rpm durante 10 min foi
analisado quanto a glicose, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), colesterol total, triglicerideos e a lipoproteina de alta densidade
(High Density Lipoprotein, HDL). Os ensaios foram realizados em aparelho automatico
Labmax 240 com sistemas comerciais da LABTEST®. Os parametros hematoldgicos
incluiram eritrocitos, leucécitos, plaquetas, hemoglobina, hematécrito e os indices
hematimétricos de volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) determinados imediatamente apds a coleta em analisador
automatico de células hematologicas Advia 120/hematology (Siemens) e contagem

diferencial de leucécitos realizada em extensées coradas com May-Grinwald-Giemsa.

Figura 6 - Processamento do sangue para analise hematol6gica e bioquimica
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Fonte: Autoria prépria.
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- Andlises histoldgicas

Apds a eutanasia dos animais, os 6rgdos chave do metabolismo (figado, rins,
coracdo, baco, cérebro, pulméo e estdbmago) foram coletados, pesados para o calculo do
peso relativo e colocados em solucdo de formaldeido tamponado 10%. Posteriormente,
amostras de cada 6rgdo com cerca de 1cm de espessura foram processadas no Laboratério
de Cancerologia Experimental por desidratagdo em séries crescentes de etanol (70 - 100%),
diafanizagdo com xilol e inclusdo em parafina histolégica. Os blocos de inclusdo foram
seccionados em micr6tomo convencional, em uma espessura de 4-6 um e o0s cortes obtidos
foram submetidos ao processo de coloracdo por Hematoxilina e Eosina (HE). Para avaliacdo
dos rins foi realizado corte longitudinal no 6rgdo evidenciando medula e cortex renal. Em
relacdo ao figado e demais 6rgaos, o corte foi realizado em vérias areas aleatoriamente. O
coracdo foi cortado transversalmente para visualizagdo dos dois ventriculos e septo
intraventricular. Subsequientemente, as laminas foram examinadas em microscopio 6ptico
(400x).

2.4.5 Determinacdo de enzimas antioxidantes no hipocampo

AplGs a dissecacdo do cérebro, o hipocampo de ambos os lados foi retirado para os
estudos neuroquimicos. O homogenato hipocampal foi preparado com 10% (p/v) de tampao
fosfato de sédio 50 Mm, pH 7.4 para a determinacgéo do teor de GSH (glutationa reduzida) e

a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase.

- Glutationa reduzida

A GSH foi quantificada ap6s 28 dias de tratamento via oral com os extratos de polpa,
casca e endocarpo (300 e 600 mg/kg). Os hipocampos foram homogeneizados em EDTA
0,02 M para determinacdo dos niveis de GSH utilizando DTNB [5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzdico)] (FREITAS et al., 2010). A concentragao de proteina totais foi determinada de
acordo com CHANCE, MAEHLY, 1955.

A GSH foi mensurada por meio do processo de reciclagem enzimatica, em que a
glutationa reduzida é sequencialmente oxidada pelo acido 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzdico para
glutationa oxidada, que € entdo reduzida pelo NADPH na presenca de glutationa redutase.

Os resultados foram expressos em U/ug de proteina.

- Superoxido dismutase
O meio reacional contendo tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7.8, xantina 500

MM, cianeto de potassio 200 yM e EDTA 1 mM foi preparado. O sobrenadante do

Caracterizacao nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccao de frutos regionais



191

homogenato foi removido para determinagdo da atividade da superdéxido dismutase. A
xantina oxidase (5 U/mL) usada na reagcdo. Em seguida foi realizado o ensaio contendo 975
ML do meio reacional, 20 yL da amostra e 5 pL de xantina oxidase.

A mistura foi agitada e em seguida realizada a leitura ap6s 6 min a 550 nm. A
quantidade da atividade da superdxido dismutase das amostras foi calculada usando a
média das absorcdes lineares obtidas durante 6 min pela curva. Em seguida, a
concentracdo da proteina foi obtida (CHANCE, MAEHLY, 1955). Uma unidade (U) da
atividade da SOD corresponde a inibicdo de 50% da reacdo do O, com o citocromo c. A
atividade da SOD nas amostras foi determinada a partir de uma curva esquematica e os

resultados foram expressos em U/mg de proteina.

- Catalase

A atividade da catalase foi baseada na medida da velocidade de producéo de O; e
H.O a proporcao que o peréxido de hidrogénio (H20;) utilizado como substrato era
hidrolisado. Foi preparado o meio reacional com H>O, (18 mL), Tampao Tris-HCI| 1M, EDTA
5 mM pH 8,0 (1,0 mL) e H,O Milli-Q (0,8 mL). Posteriormente, 940 yL do meio de reacao
acrescidos de 60 pL do homogenato de cada area a 10% preparado em tampao fosfato de
sédio 50 mM, pH 7.4, foram colocados em cubeta de quartzo seguido de leitura em
espectrofotbmetro a 230 nm durante 6 minutos a temperatura de 37°C. A concentracdo de
proteina foi medida e os resultados foram expressos em mg/mg de proteina (CHANCE,
MAEHLY, 1955).

2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média) e
comparados usando analise de variancia de uma via (ANOVA one-way) seguidas pelo teste
de Student-Newman-Keuls (p < 0.05). Todas as analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa GraphPad (Instuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes pré-clinicos de toxicidade de candidatos a ingredientes de alimentos
funcionais, farmacos e nutracéuticos sao realizados para caracterizar potenciais efeitos
adversos e para fornecer estimativas iniciais da margem de seguranca para seres humanos.
O desenvolvimento de tais produtos ndo inclui apenas o perfil farmacocinético e

farmacodinamico, mas também fases essenciais da avaliagdo da seguranca farmacoldgica e
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da janela terapéutica, incluindo a toxicologia sistémica e genética, geralmente com
pesquisas realizadas em ratos e camundongos, para a validagdo do seus usos, bem como
seguranca em suas aplicacbes (HOUCK, KAVLOCK, 2008; FERREIRA et al.,, 2009;
CARDOSO et al., 2015; FERREIRA et al., 2015; ARAUJO et al., 2016). Por isso, considera-

se importante a avaliagao toxicolégica pré-clinica desenvolvida nessa tese.

3.1 Toxicidade em Artemia salina e screening hipocratico

Embora a toxicologia continue dependendo fortemente do uso de mamiferos de
laboratério para a previsdo do risco de toxicidade de compostos biologicamente ativos em
seres humanos (HOUCK, KAVLOCK, 2008; ROBERTS et al., 2015; WARHEIT, BROWN,
DONNER, 2015), ha uma tendéncia mundial para o desenvolvimento de métodos
alternativos ao uso de animais como preditivos de toxicidade (CAZARIN et al., 2004). Com
esse intuito, avaliou-se, inicialmente, a toxicidade aguda da polpa, casca e endocarpo em
nauplios de Artemia salina.

O microcrustaceo Artemia salina Leach (1819) é um invertebrado pertencente ao filo
Arthropoda, classe Crustacea, subclasse Branquiopoda, ordem Anostraca, familia
Artemidae. Possui distribuicdo cosmopolita e carater extremamente eurialino. A grande
dispersao do género pelo mundo em enormes populacdes pode ser atribuida a reproducao
partenogénica com producdo de cistos, que ocorre na auséncia do macho. Espécimes do
género Artemia atuam como elo tréfico entre as comunidades planctdnicas e as cadeias
superiores, 0 que explica seu uso como biossensor ecotoxicoldgico. Por se tratar de um
animal de facil manutencdo em condi¢des de laboratorio, sensivel e de baixo custo, ele tem
sido largamente utilizado pela comunidade cientifica, pois permite uma avaliagao preliminar
da toxicidade de produtos naturais e sintéticos com potencial atividade biolégica, além de
possibilitar a determinacdo de valores de CLso. O teste consiste na exposi¢cao dos nauplios
na fase Il ou Ill durante 24 e/ou 48h a concentracdes crescentes da amostra que se
pretende testar com analise do numero de organismos mortos ao final do periodo de
exposicao (EL FELS, 2016; ZANI et al., 2016). Aqui, usamos nauplios de fase Il (48h de
vida) e os preliminares frente a nauplios de Artemia salina n&o revelaram toxicidade apos
24h de exposicdo, havendo completa auséncia de morte até a maior concentracao testada
(1000 pupg/mL), nédo apresentando diferenca estatisticamente significativa quando
comparados ao grupo controle negativo (p > 0,05).

Em seguida, analisou-se a toxicidade aguda das amostras do buriti em regime de
dose Unica em camundongos. No Brasil, a toxicidade dos produtos naturais é quase sempre

colocada em segundo plano (FERREIRA et al.,, 2009; PEREIRA et al., 2015). O uso
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imprudente, muitas vezes até para finalidades diferentes daquelas tradicionalmente
empregadas, a identificacdo errdbnea, a presenca de adulterantes e contaminantes, as
associacoes e sinergismos possiveis, assim como a obtencdo ou preparo indevidos podem
causar sérios problemas de saude publica. Portanto, é necessario conhecer as
caracteristicas farmacoldgicas e toxicol6gicas, a posologia e o0s aspectos clinicos
associados a essas substancias, evitar a propagacdo de informacfes equivocadas e
aprimorar os métodos de producéo, controle de qualidade e fiscalizacdo, para que ocorra
realmente seguranca na utilizacdo de produtos naturais (VEIGA-JUNIOR et al., 2005;
SEEFF, 2007; JORDAN et al., 2010), o que certamente dara seguranca aos profissionais da

saude para prescricdo de substancias provenientes da natureza.

Tabela 1 — Analise de efeitos toxicos de bioprodutos do fruto de Mauritia flexuosa em
camundongos Swiss fémeas ap6s administracdo aguda e subaguda.

Toxicidade aguda

Doses Mortos/Vivos Laténcia para Sinais de
Amostras (mg/kg) Mortalidade (min) Toxicidade
Controle negativo 0/3 - Nenhum
Polpa 300 0/3 - Nenhum
2000 0/3 - Nenhum
Controle negativo 0/3 - Nenhum
Casca 300 0/3 - Nenhum
2000 0/3 - Nenhum
Controle negativo 0/3 - Nenhum
Endocarpo 300 0/3 - Nenhum
2000 0/3 - Nenhum
Toxicidade subaguda
Amostras Doses Mortos/Vivos Laténcia para Sinais de
(mg/kg) Mortalidade (min) Toxicidade
Controle negativo 0/7 - Nenhum
Polpa 300 0/7 - Nenhum
600 0/7 - Nenhum
Controle negativo 0/7 - Nenhum
Casca 300 0/7 - Nenhum
600 0/7 - Nenhum
Controle negativo 0/7 - Nenhum
Endocarpo 300 0/7 - Nenhum
600 0/7 - Nenhum

Quanto aos resultados do screening hiporcratico, ndo foram observados sintomas de
toxicidade aguda para as doses administradas por via oral (300 e 2000 mg/kg) e nenhuma

morte foi detectada apods 14 dias. Os extratos aquosos da polpa e demais partes do fruto
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também ndo causaram sinais ou sintomas de toxicidade apos 28 dias de tratamento nas
doses de 300 e 600 mg/kg (Tabela 1). A auséncia de toxicidade macroscdOpica evidente
sugere que as amostras de M. flexuosa possuam baixa toxicidade e pertengam a categoria
Classe 5 de acordo com o método de classes téxicas preconizado pela OECD 423 (OECD,
2001). A dose seguinte a ser testada seria a de 5000 mg/kg. No entanto, o estudo dessa
dosagem somente é recomendado em casos excepcionais que justifiquem a sua
necessidade (ANVISA, 2013). Afinal, alteracbes em doses muito elevadas poderiam ocorrer
por descompensacdo do organismo avaliado e ndo necessariamente por uma acao téxica

especifica.
3.2 Parametros neurocomportamentais

Como complementacéo das analises téxicas gerais analisou-se possiveis alteracfes
comportamentais dos animais tratados com amostras do buriti. Os testes comportamentais
fornecem evidéncias, de modo implicito ou explicito, da forma como determinadas
substancias alteram o estado emocional de animais. O comportamento exploratério e o
padréo de locomocéo sao fatores diretamente relacionados com o estado de ansiedade das
cobaias, 0 que por sua vez, pode ser o resultado de modificagbes neuroquimicas ou de
lesbes no sistema nervoso central havendo, portanto a possibilidade de associar
modificagfes comportamentais com exposi¢fes neurotdxicas aos extratos do buriti (LISTER,
1990; VIAUD-DELMON et al., 2011). O teste do campo aberto € utilizado para verificar o
nivel de ansiedade dos animais em funcdo do numero de quadrantes percorridos e da
guantidade de rearings (comportamento exploratério) e groomings (imobilidade ao executar
autolimpeza) (ARCHER 1973; MATAQUEIRO et al., 2004; NEUMANN et al., 2011). O teste
do rota rod foi utilizado para mensurar a coordenacdo motora e modificacbes no ténus
muscular dos animais apos o tratamento em funcdo da sua permanéncia em uma barra
giratoria (SILVA et al., 2007; GOMES et al., 2010).

A Tabela 2 mostra que os extratos aquosos do fruto de buriti ndo produziram
alteracbes comportamentais (groomings, rearings e nimero de cruzamentos) (p > 0,05) em
camundongos submetidos a administracdo aguda ou subaguda. Semelhantemente, nao
houve alteracdo no numero de quedas dos animais que receberam amostras do buriti
guando submetidos ao teste de coordenacao no aparelho rota rod quando comparados ao
controle negativo (Tabela 3, p > 0,05). No grupo que recebeu diazepam 1 mg/kg houve uma
reducdo no nimero de cruzamentos (27,60 + 1,14), do comportamento exploratério (13,80 +
1,64) e do tempo de permanéncia na barra giratéria (168,5 + 2,48 s) e aumento da
autolimpeza (5,20 = 0,58) e do numero de quedas (3,30 + 0,37) quando comparados ao
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controle negativo (53,71 + 0,42; 38,33 + 1,66; 178,7 + 0,59 s; 2,60 + 0,94 e 1,57 + 0,20

respectivamente (p < 0,05). A redugcdo do tempo permanéncia na barra giratéria e um

consequente aumento no niumero de quedas comparado com o controle negativo € devido

ao relaxamento muscular é tipico dos benzodiazepinicos (GOMES et al., 2010).

Tabela 2 - Efeitos dos extratos da polpa, casca e endocarpo de Mauritia flexuosa
administrados via oral por gavagem apos administracdo Unica e subaguda (28 dias) em
camundongos Swiss no teste do campo aberto.

Toxicidade aguda

Amostras Doses (mg/kg) Cruzamentos Groomings Rearings
Controle negativo - 55,00 £ 0,58 3,33+£0,57 36,67 £ 1,15
Bo| 300 53,33 +1,45 3,33 +£0,57 38,67 £1,53
olpa
P 2000 52,00 £ 1,53 3,66 £ 0,58 34,67 £ 1,45
300 56,00 = 0,58 3,00 £ 0,56 35,60 £ 1,76
Casca
2000 56,33 £ 0,33 3,33+£0,33 34,66 £ 0,88
300 56,00 = 1,15 3,67 £0,54 37,00 £ 1,15
Endocarpo
2000 56,00 = 0,58 3,80 £ 0,37 36,00 £ 1,15
Toxicidade subaguda
Amostras Doses (mg/kg) Cruzamentos Groomings Rearings
Controle negativo - 53,71 £ 0,42 2,60+£0,94 38,33+ 1.66
Diazepam 1 27,60 £ 1,14* 5,20 £0,58* 13,80 £ 1,64*
ool 300 53,14 +£ 0,80 2,75+£0,42 39,70 £ 0,69
olpa
P 600 52,00 £ 0,82 292+0,16 38,35+1,92
300 55,71 £ 0,28 2,54 £ 0,26 38,93 +£1,69
Casca
600 54,14 + 0,77 2,57 +£0,88 37,09+1,41
300 53,43 £ 0,68 2,97 £0,52 34,78 £ 1,09
Endocarpo
600 53,43 £ 0,99 2,86 £ 0,37 38,40 £1,91

Os valores correspondem a média + E.P.M. do nidmero de cruzamentos, rearings e groomings (n=3
para os estudos de toxicidade aguda; n =7 para os estudos de toxicidade subaguda). *p < 0,05
comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Newman-Keuls test. O controle
positivo recebeu Diazepam 1 mg/kg.
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Tabela 3 - Efeitos dos extratos da polpa, casca e endocarpo de Mauritia flexuosa
administrados via oral por gavagem apés administracdo Unica e subaguda (28 dias) em
camundongos Swiss no teste rota rod.

Toxicidade aguda

Amostras Doses (mg/kg) Numero de quedas Tempo de permanéncia (s)
Controle negativo - 1,33 +£0,33 180,0 + 0,58
300 2,33+0,67 177,9+0,61
Polpa
2000 1,67 £0,67 177,4 £ 0,88
300 2,00 + 0,58 179,4 £ 1,22
Casca
2000 1,67 +£1,15 179,3 £ 0,62
300 2,06 + 0,55 176,7 £ 2,86
Endocarpo
2000 2,37 +£0,32 178,9 £ 0,66
Toxicidade subaguda
Amostras Doses (mg/kg) Numero de quedas Tempo de permanéncia (s)
Controle negativo - 1,57 £ 0,20 178,7 £ 0,59
Diazepam 1 3,30 £ 0,37* 168,5 + 2,48*
300 1,71 £0,28 178,4 £ 0,39
Polpa
600 1,79 £ 0,37 178,5+ 0,53
300 1,83+0,26 178,0 £ 0,81
Casca
600 1,86 £ 0,34 178,8 £ 0,61
300 1,71 +0,28 176,8 £ 1,25
Endocarpo
600 1,86 + 0,90 178,5+ 0,67

Os valores correspondem a média = E.P.M. do nimero de quedas e tempo de permanéncia dos
camundongos sobre a barra giratéria (n = 3 para os estudos de toxicidade aguda; n = 7 para os
estudos de toxicidade subaguda). *p < 0,05 comparado ao grupo controle negativo por ANOVA
seguido por Newman-Keuls test. O controle positivo recebeu Diazepam 1 mg/kg.

Apesar da baixa toxicidade aparente do fruto do buriti ao nivel de sistema nervoso
central, visto que o tratamento ndo causou alteracdes na coordenac¢do motora (marcha e
reflexo) e no comportamento exploratério dos animais (BIAGIONI et al., 2016), decidiu-se
avaliar o perfil neuroquimico de enzimas antioxidantes na area hipocampal dos animais
tratados por 28 dias.

A avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais torna-se importante
especialmente em 6rgdos mais vulneraveis ao estresse oxidativo, como o cérebro. Todos os
tecidos humanos sofrem lesdes oxidativas, porém muitas células do sistema nervos central
ndo possuem poder mitético ou 0 possuem em baixa capacidade e o metabolismo cerebral é
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muito dependente de oxigénio e ATP para manutencdo das suas funcdes. Além disso, a
presenca de ions e de neurotransmissores oxidaveis favorece a ocorréncia de danos
celulares (BARBOSA et al., 2006; PALA; GURKAN, 2008). Nesse sentido, o organismo se
defende usando enzimas de protecdo que causam a deplecdo das espécies reativas de
oxigénio, nitrogénio e enxofre (EROs, ERNs e EREs). Outra forma de vencer o efeito
deletério dos radicais livres se d& por meio de micromoléculas da dieta que reagem e
formam espécies mais inertes, como € o caso do acido ascorbico, tocoferol, precursores da
vitamina A e GSH (BARREIROS et al., 2006; NIKI, 2010). No presente estudo, foram
determinados os niveis da superéxido dismutase, da catalase e da glutationa reduzida. A
polpa (14,65 + 0,42 e 13,99 + 0,47 mg/mg de proteina) e o endocarpo (11,87 + 0,50 e 17,19
+ 0,44 mg/mg de proteina) alteraram somente os niveis da enzima catalase em ambas as
doses testadas durante 28 dias (300 e 600 mg/kg) quando comparados ao controle negativo
(28,73 + 0,07 mg/mg de proteina), respectivamente (Tabela 4, p < 0,05).

A catalase tem uma importante acao devido ao metabolismo oxidativo do cérebro e a
tipica producéo de EROs no sistema nervoso. Os niveis de catalase sao tipicamente baixos
no cérebro e a enzima ocorre no interior de microperoxissomos, sendo esta enzima de
defesa a mais especifica contra o H»,O, produzido sob condi¢Bes patoldgicas. Logo, a
elevacdo dos seus niveis pode representar ganho significativo no combate ao estresse
oxidativo por inducdo de sua expressdo génica (BARBOSA et al., 2006; CAROCHO,
FERREIRA, 2012) ou como visto apés a administracdo de amostras do buriti, sua reducdo
sugere menor necessidade da enzima por ocasido de baixos niveis de radicais livres.

De um modo geral, os antioxidantes estdo presentes em pequenas quantidades nos
alimentos e nas plantas. A busca por novos compostos antioxidantes é o foco principal de
muitas pesquisas devido a participagdo dos radicais livres no surgimento e progresso de
doencgas crbnicas e, sobretudo, ao aumento da expectativa de vida populacional. Os
produtos naturais atuam por meio de suas propriedades scavenger, bloqueando reacdes em
cadeia com ferro e cobre que levariam a producéo de radicais ou modulando positivamente
as enzimas de defesa nos sistemas organicos, prevenindo doencas (HALLIWELL, 2011;
ALAM et al., 2012; LOPEZ-ALARCON, DENICOLA, 2013). Previamente, foi relatado em
outro capitulo desta tese a presenga de compostos bioativos nos frutos de M. flexuosa como
fendis (acido protocatecuico), flavonoides (quercetina, apigenina), carotenoides e taninos
(catequina e epicatequina), 0s quais sao provaveis sequestradores de diferentes classes de
radicais livres de oxigénio, nitrogénio e ferro e 0s responsaveis pela protecdo contra
hemolise oxidativa e peroxidacéo lipidica induzidas por 2,2’-azobis-2-amidinopropano, um

azocomposto hidrossoluvel que produz radicais peroxila por decomposi¢do térmica.
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De fato, estudos anteriores demonstraram que a polpa de buriti da Regido
Amazobnica tém acido quinico, acido cafeico, acido clorogénico, acido ferdlico, p-Cumarico,

protocateclico, catequina, epicatequina, luteolina, apigenina, miricetina, canferol,

quercetina, a- e B-caroteno e cis- e trans-v-caroteno, substancias estas com grande
capacidade antioxidante que podem agir como fatores ndo enziméaticas de prote¢éo contra o
estress oxidativo (LIMA et al., 2009; BATAGLION et al., 2014; CANDIDO, SILVA,
AGOSTINI-COSTA, 2015; SANTOS et al., 2015; AQUINO et al., 2015).

Tabela 4 — Avaliagdo dos niveis de catalase, glutationa reduzida (GSH) e superédxido
dismutase no hipocampo de camundongos tratados via oral por gavagem com extratos da
polpa, casca e endocarpo de Mauritia flexuosa em doses repetidas (28 dias).

Doses
Amostras Controle 00
negativo mg/Kg 600 mg/Kg
Catalase (mg/mg de proteina)
Polpa 14,65 + 0,42* 13,99+ 0,47*
Casca 28,73 + 0,07 33,53 + 3,89 25,68 +1,91
Endocarpo 11,87 £ 0,50* 17,19 + 0,44*
Glutationa reduzida (mg/mg de proteina)
Polpa 66,21 + 14,08 59,04 + 12,91
Casca 6099+367 6176+451  66,84+1236
Endocarpo 70,64 + 10,78 67,06 = 5,83
Superéxido dismutase (U/mg de proteina)
Polpa 85,90 + 3,16 84,36 + 1,92
Casca 87,88 + 2,39 82,93+ 0,68 87,72+ 4,79
Endocarpo 85,77 + 1,87 86,33 + 3,74

Os valores correspondem a média = E.P.M. de animais analisados (n=7 animais/grupo) *p < 0,05
comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido de Newman-Keuls test.

Um componente enddgeno ndo enzimatico € a glutationa reduzida (GSH), uma
substancia antioxidante encontrada principalmente no figado, cérebro e rins, formada pelos
peptideos glicina, cisteina e acido glutdmico por acdo da enzima glutationa peroxidase
(GPx) e que contribui para a redugcdo dos niveis de peréxidos. A GSH também possui
atividade redox contra espécies reativas de oxigénio, caracteristica muito importante quando
se trata do radical hidroxila, visto que, ndo existe sistema enzimatico de defesa para esse

radical. A GSH também contribui para a manutencdo da atividade de antioxidantes
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exdgenos como o &cido ascorbico e o tocoferol. No sistema nervoso pode atuar ainda como
neurotransmissor via receptores NMDA (N-metil-D-aspartato). Por conseguinte, sua
avaliacdo no SNC é de extrema relevancia (BARBOSA et al., 2006; CAROCHO, FERREIRA,
2012). No presente estudo ndo foi detectada nenhuma alteragéo significante dos niveis de
GSH e da enzima superoxido dismutase, sugerindo que ndo houve indugdo de

neurotoxicidade via radicais livres.
3.3 Parametros alimentares

Como os estudos de dose Unica ndo permitem avaliar toxicidade acumulativa de um
xenobidtico (natural ou sintético), o ensaio toxicolégico por doses repetidas tem como
finalidade caracterizar o perfil toxicol6gico de um novo farmaco, alimento ou nutracéutico
prototipo utilizando doses que geralmente sdo estabelecidas a partir das informacdes
produzidas em estudos de toxicidade aguda ou testes piloto para indicagdo de doses. Uma
vez que mortes nao foram detectadas nos estudos de toxicidade aguda com amostras do
fruto de buriti, as doses de 300 e 600 mg/kg/dia foram escolhidas para as analises de doses
repetidas. Geralmente, entre 2 a 3 doses séo utilizadas, sendo a mais alta escolhida com a
expectativa de produzir efeitos toxicos observaveis, porém sem provocar morte nem
sofrimento intenso nos animais em experimento (EMA, 2010). Em tais estudos de toxicidade
subaguda objetiva-se caracterizar o perfil toxicoldgico de uma substancia pela administracao
repetida. Somente a partir desses estudos € possivel obter informacfes sobre os efeitos
téxicos, identificacdo de 6rgdos alvos, efeitos nas funcdes fisiolégicas, sobre alteracbes
hematoldgicas, bioquimicas e/ou morfoldgicas (ANVISA, 2013).

Além de alteragdes no comportamento, quadros de diarréia e contorcdes
abdominais, a toxicidade sistémica pode se manifestar também por meio da redugdo no
consumo de agua e racdo e no tamanho e morfologia de o6rgdos. De fato, estd bem
estabelecido que o consumo de substancias que contenham componentes tdxicos pode
refletir em alteragbes no peso relativo dos diferentes 6rgaos, causando aumento ou
involugdo dos mesmos (FERREIRA et al., 2009; COSTA et al.,, 2012; FERREIRA et al.,
2016). As Tabelas 5 e 6 detalham o peso corporal e 0 peso dos 6rgdos na base Umida
(g/100g de peso corporeo) de ambos os estudos de toxicidade (agudo e subagudo).
Nenhuma amostra testada em regime de dose Unica ou repetida causou alteragées no peso
corporeo, no consumo de agua ou de ragdo, mas houve aumento do peso relativo (p < 0,05)
dos pulmdes do grupo que recebeu polpa (0,94 + 0,06 g/100g de peso corporeo) e do figado

dos animais tratados com endocarpo (5,54 + 0,33 g/100g de peso corpéreo), ambos na dose
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de 600 mg/kg/dia, quando comparados com seus controles negativos (0,67 £ 0,04 e 4,39 £
0,30 g).

Tabela 5 — Consumo de agua, racdo e peso corporal final de camundongos Swiss tratados
via oral por gavagem com extratos da polpa, casca e endocarpo de Mauritia flexuosa em
dose Unica e doses repetidas po 28 dias.

Toxicidade aguda

Dose Consumo de Consumo de
Amostras Peso corporal (g) i
(mg/kg) racao (g) agua (mL)
Controle negativo - 30,01 +0,12 7,58 £ 0,26 13,33+0,85
bol 300 31,09 + 0,06 7,41 + 0,47 13,43 £ 0,97
olpa
P 2000 29,85 £ 0,06 7,32 £0,44 14,05 + 0,56
300 30,91 £ 0,05 7,31+£0,40 13,57 £ 0,48
Casca
2000 30,49 £ 0,05 7,26 £ 0,36 13,48 + 0,51
300 31,14 £ 0,15 7,44 +0,28 13,51+0,44
Endocarpo
2000 30,52 + 0,24 7,39 +0,35 14,08 £ 0,55
Toxicidade subaguda
Dose Consumo de Consumo de
Amostras Peso corporal (g) i
(mg/kg) racao (g) agua (mL)
Controle negativo - 30,09 £ 0,31 8,32+ 0,54 15,83 + 0,37
Pol 300 30,33+0,15 8,55+ 0,44 16,66 + 0,82
olpa
P 600 29,59 + 0,13 8,00 + 0,41 16,19 £ 0,55
300 29,93 +£0,15 8,35+0,46 16,02 + 0,54
Casca
600 29,66 = 0,09 8,53+ 0,39 16,46 + 0,50
300 30,22 + 0,11 8,49 + 0,47 15,16 £ 0,46
Endocarpo
600 29,71 £ 0,17 8,42 + 0,42 15,46 £ 0,45

Os valores correspondem a média + E.P.M. dos paradmetros (n=3 animais/grupo para os estudos de
toxicidade aguda; n=7 animais/grupo para os estudos de toxicidade subaguda). *p < 0,05 comparado
ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Newman-Keuls test.
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Tabela 6 — Peso relativo imido dos 6rgéos (g/100 de peso corporal) de camundongos Swiss tratados via oral por gavagem com extratos da
polpa, casca e endocarpo de Mauritia flexuosa em dose Unica e doses repetidas po 28 dias.

Toxicidade aguda

Orgaos Controle Polpa Caca Endocarpo
negativo 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Baco 0,57 + 0,07 0,41 + 0,02 0,50 + 0,06 0,51+ 0,07 0,56 + 0,12 0,51+ 0,07 0,78+ 0,17
Coragao 0,41 + 0,02 0,38 + 0,03 0,41 + 0,03 0,41 + 0,03 0,37 £ 0,04 0,34 + 0,02 0,45 + 0,05
Figado 5,34 + 0,39 4,14 £ 0,34 4,78 £ 0,31 4,39+ 0,64 4,43 £ 0,38 4,52 £ 0,22 4,63+0,25
Pulmdes 0,76 + 0,14 0,61 + 0,02 0,60 + 0,02 0,70 + 0,08 0,70 + 0,05 0,58 + 0,03 0,70 + 0,08
Rins 1,28 + 0,07 1,02 £ 0,03 1,18 + 0,09 1,16 £ 0,10 1,15+0,13 1,25+ 0,09 1,06 + 0,10
Cérebro 1,33+0,14 1,25+ 0,20 1,29+0,21 1,42 £ 0,05 1,26 £ 0,07 1,39+0,01 1,42 £0,03

Toxicidade subaguda

Orgaos Contrple Polpa Casca Endocarpo
negativo 300 mg/kg 600 mg/kg 300 mg/kg 600 mg/kg 300 mg/kg 600 mg/kg
Baco 0,61+ 0,02 0,54 + 0,04 0,70 + 0,08 0,66 + 0,05 0,49 + 0,03 0,57 + 0,02 0,63 + 0,05
Coragao 0,45 + 0,04 0,43 +0,02 0,48 + 0,02 0,49 + 0,03 0,47 + 0,02 0,50 + 0,03 0,50 + 0,03
Figado 4,39+ 0,30 4,25 £ 0,08 4,76 £0,14 4,69 0,21 4,54 £ 0,24 5,19+0,16 5,54 + 0,33*
Pulmdes 0,67 + 0,04 0,63 +0,03 0,94 + 0,06* 0,81 + 0,05 0,74+ 0,04 0,86 + 0,05 0,87 + 0,08
Rins 1,52 +0,08 1,20+ 0,05 1,41 +0,09 1,35+ 0,07 1,33+ 0,06 1,26 + 0,09 1,44 + 0,09
Cérebro 1,56 + 0,04 1,52 +0,03 1,56 + 0,03 1,57 +0,02 1,55+0,01 1,61+0,02 1,64 +0,03
Estdmago 1,03+0,10 1,01 +0,07 1,21+ 0,09 1,18 + 0,09 1,07 £ 0,09 1,11 £0,08 1,13+0,10

Os valores correspondem a média + E.P.M. do peso relativo dos 6rgdos (n=3 animais/grupo para os estudos de toxicidade aguda; n=7 animais/grupo para 0s
estudos de toxicidade subaguda). Os pesos relativos foram calculados com base no peso absoluto do 6rgao (g) dividido pelo valor do peso do animal vivo (g)
x 100. *p < 0,05 comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Newman-Keuls test.
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3.4 Parametros hematolégicos, bioquimicos e andlises histolégicas

Apesar de alteracdes macroscopicas e fisiologicas ndo terem sido detectadas,
decidiu-se avaliar também o perfil hematol6gico e bioquimico dos animais, pois tais
parametros tem capacidade de detectar toxicidade sistémica precoce e mais sutil causada
por xenobioticos. Uma vez que produtos naturais com propriedades medicinais tém efeitos
hepatotoxicos, nefrotdxicos e podem até mesmo induzir pancreatite aguda em humanos ou
em outros mamiferos e que tais danos a integridade tecidual frequentemente resultam em
alteracbes dos parametros séricos de enzimas e metabdlitos, o acompanhamento pré-clinico
foi realizado como uma forma de pesquisar possiveis danos 6rgdo-especificos (FERREIRA
et al., 2009; ANVISA, 2013; BINDER et al., 2016; MORAIS et al., 2016).

A Tabela 7 detalha os valores obtidos da avaliacdo dos parametros bioquimicos em
camundongos Swiss submetidos aos ensaios toxicoldgicos nao-clinicos por via oral. Dentre
todos os parametros séricos analisados, apenas 0s animais tratados por 28 dias revelaram
reducdes significativas dos niveis de glicose, de triglicerideos e do colesterol total nas doses
testadas para cada amostra administrada em comparag¢do ao controle negativo (p > 0,05).
Os valores de referéncias dos parametros bioquimicos de camundongos Swiss provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui néao
estdo estabelecidos. Contudo, nessa avaliagéo verificamos que a glicose de todos os grupos
se mostrou elevada. Relatos na literatura apontam que os anestésicos cloridrato de
cetamina e xilazina aumentam significativamente a glicemia (BRASLASU et al., 2007;
CARVALHO et al., 2013). Assim, 0 aumento da glicose em todos 0s grupos pode estar
associado a acao hiperglicémica desses farmacos, um vez que eles foram usados como
anestésicos nos protocolos de coleta de sangue.

Varios fatores podem ter contribuido para a reducdo dos niveis da glicemia e dos
lipidios séricos: a) danos hepaticos, uma vez que o figado € capaz de sintetizar colesterol e
acidos graxos; b) dano pancreatico, por secrecdo aumentada de insulina; ¢) acao
farmacoldgica hipolipemiante e hipoglicémica.

Uma vez que analitos séricos podem ser usados, individualmente ou em
combinacdo, i) para indicar efeitos téxicos hepatocelulares, como ALT, AST, fosfatase
alcalina, colesterol, bilirrubina, ureia e proteinas totais; ii) os niveis de creatinina e acido
arico (além da ureia) refletem a funcdo renal, e iii) os niveis de glicose e triglicerideos
refletem alteracdes no metabolismo glicidico e lipidico e no pancreas (EMANUELLI et al.,
2008; VIEIRA et al., 2008; WALLACH, 2009; SPANAUS et al., 2011; BINDER et al., 2016), e
que alteragbes significativas de marcadores renais e hepaticos ndo foram detectadas,
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acredita-se que as amostras do buriti tenham revelado capacidade de reducédo da glicose e

lipidios séricos.

Cabe destacar que o consumo de alimentos ricos em fibras solGveis pode auxiliar na

reducdo da glicemia e do colesterol (MUDGIL; BARAK, 2013), e os bioprodutos de buriti,

especialmente a polpa, apresentaram quantidade relevante de fibras solGveis, o que

proporciona viscosidade e capacidade para formar géis e/ou atuam como emulsionantes,

melhorando o perfil glicidico e lipidico. Outros pontos importantes a destacar séo:

a)

b)

d)

Os acidos graxos presentes no fruto que séo tipicamente insaturados, 0s quais podem
atuar favoravelmente na reducao dos lipidios séricos (DARNET et al., 2011; AQUINO et
al., 2012, 2015, 2016);

Extratos de diferentes partes da Mauritia flexuosa (folha, caule e fruto) possuem
guantidades significantes de compostos fendlicos, principalmente acido clorogénico e o
protocatecuico (KOOLEN et al., 2013). Ambos reduzem a sintese de acidos graxos, por
inibir a atividade da HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase),
sugerindo que eles possuem efeitos bioldégicos sobre o peso corporal, o0 metabolismo
lipidico e niveis de hormdnios relacionados a obesidade como leptina e adiponectina
(CHO et al., 2010);

O acido protocatecuico possui atividade hipoglicemiante e efeitos benéficos sobre o
tecido adiposo, devido as suas propriedades anti-inflamatérias e sensibilidade a insulina,
de modo que ele se revelou como protetor contra a resisténcia a insulina (BATAGLION et
al., 2014, SCAZZOCCHIO et al., 2015). Este composto fendlico e muitos outros foram
identificados nas amostras de polpa, casca e endocarpo de buriti, conforme resultados
previamente descritos;

Ratos jovens alimentados de forma suplementar com 6éleo refinado de buriti mostraram
reducdo do colesterol total, da lipopreina de baixa densidade (LDL), de triglicerideos e da
enzima aspartato transaminase em comparacdo agueles alimentados com dieta
adicionada de 6leo cru. Algumas analises fitoquimicas demonstraram que em 6leo cru
extraido da M. flexuosa existe maiores concentracBes de fitoesterdis, vitaminas,
antioxidantes e pigmentos (AQUINO et al., 2012, 2015; MILANEZ et al., 2016),
substancias que estdo frequentemente associadas a redugdo de colesterol sérico e do

estresse oxidativo.
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Tabela 7 - Perfil bioquimico de camundongos Swiss tratados via oral por gavagem com extratos da polpa, casca e endocarpo de Mauritia
flexuosa em dose Unica e doses repetidas por 28 dias.

Toxicidade aguda

Parametros Controle Polpa Casca Endocarpo

negativo 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Glicose (mg/dL) 185,70+ 1,67 164,70 +0,88 173,30+ 11,14 173,30 £ 9,56 180,30 + 12,57 193,30+ 2,19 189,00 + 6,66
ALT (UI/L) 54,33 +0,88 54,33 + 1,45 56,67 + 2,33 49,00 + 3,51 53,67 + 2,19 53,00 + 5,00 55,33 +0,33
AST (UI/L) 229,00+1,20 230,70+10,73 224,70+12,45 196,30+ 12,68 223,00 £ 9,07 223,30 £ 21,88 224,70 £ 26,03
Uréia (mg/dL) 43,00 + 1,00 40,67 + 2,96 39,33+ 3,53 38,33+1,86 38,33+ 1,45 39,00 * 3,46 40,00 + 2,08
Creatinina (mg/dL) 0,20 + 0,00 0,19+0,01 0,19+ 0,01 0,20 £ 0,00 0,19+ 0,01 0,21 + 0,01 0,21 + 0,00
Acido urico (mg/dL) 5,72+ 0,36 4,13 +2,08 4,74 £ 0,30 4,25+0,43 5,42 + 0,91 4,99 £ 0,95 3,86 + 0,33
Triglicerideos (mg/dL) 147,30 +5,24 141,30+ 3,84 139,70 £5,92 151,0 £ 2,52 140,7 £ 7,22 150,3+1,86 141,7 £ 12,12
Colesterol Total (mg/dL) 105,70+1,20 104,00 + 2,08 103,70 £ 0,88 102,7 £1,76 104,0+ 3,21 107,0 £ 0,58 106,0 £ 2,52

Toxicidade subaguda

Parametros Contrple Polpa Casca Endocarpo

negativo 300 mg/kg 600 mg/kg 300 mg/kg 600 mg/kg 300 mg/kg 600 mg/kg
Glicose (mg/dL) 187,60+1,25 164,90 +0,40* 152,60 + 1,69* 145,40 + 1,99* 156,30 + 1,55* 160,70 + 4,85* 146,30 + 1,40*
ALT (UI/L) 56,00 + 0,97 54,86 + 0,96 51,86 2,74 50,14 + 2,43 51,43 +2,20 52,57 £ 2,29 51,86 + 1,75
AST (UI/L) 220,70+9,17 183,10+15,84 174,30+18,73 177,90+ 13,48 189,90 + 9,01 190,60 £ 6,70 182,10 £ 9,30
Uréia (mg/dL) 43,29 + 1,41 38,43 + 2,68 37,86 £ 1,50 37,86 + 1,74 40,57 + 1,48 39,86 + 1,74 39,86 + 1,22
Creatinina ((mg/dL) 0,20 + 0,00 0,18 +0,01 0,18 + 0,01 0,20 £ 0,00 0,19+ 0,01 0,21 +0,01 0,20 + 0,00
Acido urico (mg/dL) 5,67 + 0,35 4,22 +0,16 4,62 £ 0,36 4,77 £ 0,65 5,27 + 0,48 4,81 £ 0,50 4,25+ 0,58
Triglicerideos (mg/dL) 149,20+ 2,72 128,50 + 0,43* 119,30 + 0,67* 102,20 + 2,87* 99,33 + 2,58* 111,80 + 1,30* 106,30 + 0,67*
Colesterol Total (mg/dL) 104,90+1,14 79,43 + 3,36* 82,14 + 4,58* 87,00 + 2,01* 87,14 + 1,62* 82,43 + 4,52* 90,86 + 1,97*
HDL (mg/dL) 49,50 + 1,33 56,43 + 3,10 54,67 + 3,15 52,83 + 2,60 62,33 + 1,45* 52,83 +2,96 52,17+ 1,70

Aspartato Aminotrasaminase (AST), Alanina Aminotrasaminase (ALT). Os valores correspondem a média + E.P.M. dos analitos séricos (n=3 animais/grupo
para os estudos de toxicidade aguda; n=7 animais/grupo para os estudos de toxicidade subaguda). *p < 0,05 comparado ao grupo controle negativo por

ANOVA seguido por Newman-Keuls test.
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O perfil hematoldgico dos animais tratados em regime de dose Unica (300 ou 2000
mg/kg) ndo mostraram alteracdes (p > 0,05, Tabela 8). Por outro lado, o tratamento
subagudo causou mudancgas em indices hematimétricos (aumento de VCM e diminuicao de
CHCM), trombocitose em ambos os grupos tratados com o endocarpo (300 mg/kg/dia: 1.614
+ 149,6 mm?3; 600 mg/kg/dia: 1.495 + 136,4 mm?3), leucocitose (grupo polpa 600 mg/kg/dia:
10.030 + 1.567 mm?3; grupo endocarpo 300 mg/kg/dia: 9.333 + 0.70 mm?® e 600 mg/kg/dia:
9.267 + 1.217 mm®) e aumento de leucdcitos segmentados (grupo polpa 600 mg/kg/dia:
35,43 £ 1,96 %) quando comparados ao controle negativo (p < 0,05).

O hemograma permite avaliar de forma quantitativa e qualitativa os elementos
figurados do sangue, é composto pelo eritrograma, leucograma e plaquetograma e tem sido
muito usado na pesquisa toxicofarmacoldgica de novos candidatos a medicamentos
(COSTA et al., 2012; ANVISA, 2013). Dentre os parametros hematoldgicos alterados, a
leucocitose ndo € um achado incomum quando se trata da administracdo de extratos
vegetais e outras substancias estranhas ao organismo (FERREIRA et al., 2015, 2016). Um
guadro de leucocitose com neutrofilia pode ocorrer diante de infecgbes, inflamacéo
imunomediada, necrose tissular e severa hemdlise (KUMAR et al., 2004). Sendo o bacgo o
principal 6rgdo responsavel pela renovagdo do sangue periférico, seja de hemacias e
plaquetas, ele tem grande capacidade de reter e armazenar células sanguineas quando
esses processos estao ativados, fato que costumeiramente aumenta seu volume (FREITAS
et al., 1999; SACHER, McPHERSON, 2000; KUMAR et al., 2004).

No presente estudo, ndo houve alteracbes do peso relativo do baco dos animais
tratados, o que sugere que o0 aumento de plaguetas nao esta relacionado a possiveis danos
esplénicos, entretanto, um processo de hepatomegalia foi observada no grupo que recebeu
endocarpo na dose de 600 mg/kg/dia. E possivel que o parénquima hepatico e suas células
de Kupper tenham se envolvido na detoxificagdo de substéncias, a0 aumentar seu peso
relativo apds a administracdo subaguda, mas isso ndo causou ativacdo de hemocaterese e
nem danos hepatocelulares evidentes, o que explicaria, pelo menos parcialmente, a
manutencdo dos niveis normais de hemacias e de analitos séricos funcionais do figado em
todos os grupos testados. Alguns estudos sugerem que a ativacao de leucécitos demonstra,
por outro lado, acdo imunoestimulante de produtos naturais, principalmente quando se trata
de extratos e fragbes, uma vez que estes possuem diferentes classes de compostos
bioativos que atuam de modo sinérgico (FISCHER et al., 2008; JUIZ et al., 2010). Isso é
uma grande vantagem diante da jA& comprovada acdo antimicrobiana de amostras
provenientes do fruto de M. flexuosa (BATISTA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2014).
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Tabela 8 — Perfil hematol6gico de camundongos Swiss tratados via oral por gavagem com extratos da polpa, casca e endocarpo de Mauritia
flexuosa em dose Unica e doses repetidas por 28 dias.

Toxicidade Aguda

Para Controle Polpa Casca Endocarpo
arametros negativo 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mglkg 2000 mg/kg 300 mglkg 2000 mg/kg
Hemacias (mm3) 9,49 £ 0,13 9,81 +£0,21 9,91 £ 0,20 9,52 £ 0,51 9,47 £ 0,33 9,89 £ 0,13 9,51 £ 0,29
Hemoglobina (g/d") 13,49 £ 0,32 13,67 £ 0,17 13,97 £ 0,37 13,23+ 0,64 13,40 £ 0,10 14,33 £ 0,30 13,60 £ 0,81
Hematocrito (%) 44,33 + 0,03 44,40 + 0,80 48,05+ 2,72 46,08 =+ 4,08 43,00 £ 1,80 48,60 + 1,92 47,63 £ 2,79
VCM (fL) 47,00 £ 0,58 45,33+ 1,86 47,00 £ 1,15 48,33 + 1,86 45,50 + 0,50 49,10 + 2,26 50,03 +1,54
CHCM (g dL™®) 30,43 £ 0,67 30,80 £ 0,21 29,30+ 0,80 28,90+1,11 31,15+1,05 29,57 £ 0,80 28,53+ 0,03
Plaguetas (mm?) 592,30 + 1,03 578,30 + 88,90 666.7 + 91.2 542,3+ 25,4 535,5+1,50 633,3 65,1 749,0 £ 115,2
Leucdcitos totais (mm?) 2.772+2,76 2.733£0,59 2.767 + 2,67 4,100 £ 3,9 3.950 + 50,0 4,567 + 348,0 2.810+1,36
Linfocitos (%) 90,33+ 2,73 82,50 + 2,50 80,00 + 2,65 69,33+ 4,70 81,50 + 0,50 76,00 £ 5,70 77,67 2,96
Toxicidade Subaguda
Parametros Controle Polpa Casca Endocarpo
TSGR 300 mg/kg 600 mg/kg 300 mg/kg 600 mg/kg 300 mg/kg 600 mg/k

Hemacias (mm?) 9,88+ 0,34 8,78+ 0,18 8,99+0,34 9,20+ 0,44 9,87 £ 0,27 8,50+0,18 8,74 £ 0,21
Hemoglobina (g/dL) 16,20 £ 0,61 14,97 £ 0,24 14,94 + 0,66 15,16 £ 0,59 16,36 £ 0,59 15,50 £ 0,27 14,96 £ 0,34
Hematocrito (%) 45,97 + 1,52 43,55+ 0.85 43,67 £ 1,79 4583+ 2,14 45,73 +1,19 43,22 + 0,89 43,28 + 0,97
VCM (fL) 46,64 + 0,73 49,67 = 0,54* 48,55 + 0,76 49,92 + 0,44* 49,48 + 0,42* 47,60 £ 0,62 49,63 = 0,90*
CHCM (g dL™®) 35,16 £ 0,49 33,20 £ 0,25* 33,32 £ 0,20* 33,12 £ 0,16* 34,52 £ 0,87 33,80 £ 0,23 32,18 £ 0,25*
Plaquetas (mm3) 1.146 £ 129,5 1.260 + 89,3 1.308 £ 195,5 1.334 £ 240,4 1.161 £ 134,2 1.614 + 149,6* 1.495 + 136,4*
Leucdcitos totais (mm?) 4.357 + 0.68 8.017 £ 1517 10.030 £ 1.567* 6.600 £ 0.92 7.883 £ 1037 9.333 £ 0.70* 9.267 £ 1.217*
Segmentados (%) 24,00 £ 2,94 28,29 = 2,96 35,43 £ 1,96* 33,14 £ 3,10 27,00 £ 1,96 29,86 * 3,46 23,00 = 3,37
Linfocitos (%) 69,43 + 2,87 68,50 + 4,14 61,50 + 2,38 66,17 + 5,33 71,17 + 2,43 67,67 = 4,67 73,83 + 4,05

Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Proteinas plasmaticas totais (PPT). Os valores
correspondem a média + E.P.M. de amostras de sangue (n=3 animais/grupo para os estudos de toxicidade aguda; n = 7 animais/grupo para os estudos de
toxicidade subaguda). *p < 0,05 comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Newman-Keuls test.
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A auséncia de alteracdes morfolégicas ou lesdes teciduais evidentes no cérebro,
pulm&o, baco, figado, rim, coracao e estbmago dos animais (Figura 7: dose Unica; Figura 8:
doses repetidas) confirma os resultados obtidos nas analises bioquimicas e hematolégicas
descritos acima.

E possivel observar no tecido nervoso a presenca do corpo de neurdnios (soma
neuronal) com nucleo aparente e nucléolos ndo aparentes (l) e a substancia cinzenta do
tecido (Il), assim como a presenca de vasos sanguineos (lll). Além disto, no tecido
respiratério verificam-se os sacos alveolares (IV), bronquiolos respiratérios (V) com um
epitélio cubico simples, e 0s quais constituem as ultimas por¢des da arvore brénquica. Nas
amostras do bago, é visivel a polpa vermelha com corddes de Billroth (VI), polpa branca (VII)
e seios esplénicos (Sinusoides) (VIII). No tecido hepético foi observada o nuducleo dos
hepatdcitos (1X) e a regido central do I6bulo hepéatico, composta principalmente pela veia
centro-lobular (X) incluindo as células epiteliais agrupadas em placas interconectadas e
entre os corddes de hepatécitos onde se encontra os capilares (XI) sinuséides compondo o
estroma hepético. Nessa mesma pesquisa, também foi estudado o tecido renal, tendo sido
observado os tubulos renais (XIl), vasos sanguineos desse tecido (XIII), os glomérulos de
Malpighi (XIV) e a capsula de Bowman (XV). O tecido cardiaco apresentou parénguima
predominantemente formado de fibras musculares cardiacas (IV) com estriacdes
transversais podendo identicar o nucleo de midcitos (XVI) e alguns capilares (XVII). Por fim,
observamos a mucosa gastrica (XVIII) e musculo liso (XIX) do estbmago, somente dos
animais que receberam doses repetidas da polpa, casca e endocarpo por 28 dias e, assim
como nos demais 6rgaos, alteracdo histoldgica néo foi observada (Figuras 7 e 8).

O figado e os rins sdo considerados 6rgaos-alvo para xenobiéticos, uma vez que
estas substancias tém geralmente uma baixa solubilidade em sistemas aquosos e requerem
biotransformagéo em hepatocitos para conversdao em metabolitos mais hidrofilicos antes da
excrecdo renal. As reacdes de biotransformacdo geralmente seguem um processo de
desintoxicacdo, forrnando os metabdlitos inativos. Porém, muitas substancias produzidas
durante o metabolismo sdo reativas e tdxicas, podendo causar hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade (WILLIAMS et al., 2002; RAMAIAH, 2007). Por outro lado, o figado e os rins
possuem uma pronunciada capacidade regenerativa e agdo compensatéria: mesmo quando
a necrose é encontrada na presenca de tecido conjuntivo preservado, h& grande
possibilidade de restauracao tecidual completa (KUMAR et al., 2004).
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Figura 7 — Analise histoldgica do cérebro, pulmdes, baco, figado, rins e coracdo de camundongos (Mus musculus) Swiss tratados com extratos
da polpa (PL300 e PL600 mg/Kg), casca (CL300 e CL600 mg/Kg) e endocarpo (EL300 e EL600 mg/Kg) de Mauritia flexuosa em dose Unica via
oral por gavagem. Coloragéo por hematoxilina/eosina e visualiza¢cdo por microscopia 6ptica. Aumento de 400x. Barra de escala = 10 ym
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Figura 8 — Andlise histolégica do cérebro, pulmbes, baco, figado, rins, coracdo e estdbmago de camundongos (Mus musculus) Swiss tratados
com extratos da polpa (P300 e P600 mg/Kg), casca (C300 e C600 mg/Kg) e endocarpo (E300 e E600 mg/Kg) de Mauritia flexuosa em dose
repetidas por 28 dias via oral por gavagem. Coloracdo por hematoxilina/eosina e visualiza¢cdo por microscopia Optica. Aumento de 400x. Barra
de escala =10 ym
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Continuagéo da Figura 8 —
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A auséncia de toxicidade por uma planta pode ser inerente a sua composi¢cao quimica,
mas pode também ser explicada por influéncias biogeograficas, pela parte da planta
utilizada para o preparo dos extratos, pelo solvente utilizado (HURST, 1942; OELRICHS et
al., 1985), bem como pela variedade da planta (BEUTLER et al., 2008; PEREIRA et al.,
2014). Vale ressaltar que a toxicidade de constituintes existentes nos extratos da M.
flexuosa foram pouco estudados até o momento sejam na forma isolada ou associados
como no presente trabalho. Entretanto, jA se sabe que a M. flexuosa possui diferentes
classes de compostos, identificados na polpa dos frutos, assim como nas folhas e raizes e
que seus percentuais dependem de condi¢des climaticas e do solo (MORI et al., 2007,
CARNEIRO, CARNEIRO, 2011; KOOLEN 2013a, 2013b; SIQUEIRA et al., 2014; AQUINO
et al., 2015), fato que exige estudos futuros a fim de comprovar a seguranca dos produtos

biotecnoldgicos provenientes de suas partes.

4 CONCLUSAO

O fruto de Mauritia flexuosa revelou ser inerte contra microcrustaceos de Artemia
salina, baixa toxicidade sistémica oral quando testado em regime de dose Unica ou doses
repetidas, demonstrado nos parametros bioquimicos, hematoldgicos e histoldgicos. Além
disso, os animais que receberam doses de 300 e 600 mg/Kg de bioprodutos de buriti por 28
dias, apresentaram reducdo do colesterol e da glicemia, abrindo possibilidades para
estudos futuros que vislumbrem o desenvolvimento de um fitoterapico com propriedades
hipolipemiantes e hipoglicemiantes, uma vez que esses bioprodutos utilizados nessa
pesquisa sdo ricos em compostos bioativos, frequentemente associados a redugéo de

colesterol sérico e ao estresse oxidativo.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo teve o objetivo de caracterizar fisico-quimica e fitoquimicamente os

produtos liofilizados de polpa, casca e endocarpo de buriti, assim como realizar

investigacdes de bioacessibilidade, atividade antioxidante, e os testes de toxicidade dose

Unica e doses repetidas, de modo a evidenciar esses bioprodutos em novas aplicacdes

tecnoldgicas ecujos resultados possibilitaram as seguintes inferéncias:

Revelou a importancia do monitoramento tecnoldgico e cientifico mundial da espécie
M.flexuosa, e de forma clara demonstrou a importancia da utilizacdo do fruto de
forma integral, devido os resultados promissores de minerais, acidos graxos e
compostos bioativos bioacessiveis em todas as partes do fruto;

Apresentou atividade antioxidante importante in vitro e ex vivo;

Mostrou seguran¢a nao clinica para os animais tratados por via oral em dose Unica
(aguda) e em doses repetidas (subaguda), conforme classificagdo OECD (2001), a
partir da avaliacdo da manutencdo do peso e padrdo alimentar dos animais, assim
como ndo alterou os parametros hematolégicos e bioquimicos dos animais, apos
administra aguda. Entretanto, apds administracdo com doses consecutivas de 300 e
600mg/kg dos extratos, via oral, verificou-se alteracdo em parametros
hematimétricos, leucocitose e trombocitose. E necesséario realizar mais pesquisas
para identificar os possiveis efeitos sobre esses parametros;

Os resultados da avaliagdo bioquimica, realizada nos protocolos experimentais de
toxicidade subaguda, demonstrou potencial farmacolégico na reducdo do pefrfil
lipidico e glicidico, e estudos futuros devem ser desenvolvidos utilizando protocolos

experimentais especificos para essas patologias.

Caracterizacao nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccao de frutos regionais



225

Anexos

Caracterizagao nutricional, potencial quimiopreventivo e toxicidade de Mauritia flexuosa
(buriti): incentivo a biotecnologia sustentavel e bioprospeccao de frutos regionais



226

ANEXO A: Avaliacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA <iin
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL AR

Campus Universitario Ministro Petrdnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

Teresina, 26 de Setembro de 2014.

limo.

Prof. Dr. RIVELILSON MENDES DE FREITAS.
Departamento: Bioquimica e Farmacologia- CCS/UFPI.

Senhor Pesquisador,

Em reunido na presente data (26 de Setembro de 2014), a Comisséo de Etica e
Experimentag@o no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentacdo animal, sob o numero 054/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Analise pré-clinica e clinica de um bioalimento enriquecido com
produtos regionais: incentivo a biotecnologia sustentavel e a
bioprospecgdo de agentes hipolipemiantes- IBSBAH”, sob a sua
responsabilidade. Informamos que este projeto tem Periodo de Vigéncia de
Outubro/2014 a Margo/2018, e serao usados 100 Camundongos Mus musculus
(50 machos e 50 fémeas).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,

|

v-y — \ y
| \ L/e = N ST Y
ar i /
—Prof®. Ivete L| de Mendonéa
Comilg de Etiga em Expenmentagao Animal-UFPI
Coordenadora
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Assunto: Thank you for your submission to Food Chemistry

Dear Ms. Pereira Freire,

Your submission entitled Nutritional characterization, mineral profile and quantification of fatty acids and phytosterols by gas chromatography-mass spectrometry {(GC-MS) of buriti pulp and by-
products (Mauritia flexuosa L.) has been received by Food Chemistry.
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patente emitido pelo NINTEC-UFPI.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
NUCLEO DE INOVACAO E TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA
Campus Universitario Ministro Petréonio Portela, Setor de Convivéncia L09 e L10
Bairro Ininga CEP: 64049-550 - Teresina-Pl Fone/Fax (86)3237-1638

DECLARACAO

Requerente: JOILANE ALVES PEREIRA FREIRE. CPF:839.471.083-20.

Titulo do Projeto: “AGENTE ANTIOXIDANTE PARA APLICACAO EM FORMULACOES DE
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FLEXUOSA™.
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O Nicleo de Inovagéo e Transferéncia de Tecnologia — NINTEC , 6rgao a Universidade Federal do
Piaui. através deste instrumento, declara para as finalidades de direito, a pedido do interessado, que se
encontra em nosso poder solicitagdo para depodsito de pedido de PATENTE de autoria do(a) Requerente
supra nominado(a) e seu respectivo titulo, também cima descrito. o(a) qual estd em fase de analise dos
requisitos necessarios a sua formalizagdo junto ao INPI — Instituto Nacional de Propriedade Industrial.
Informamos ainda que para a consecugdo da postulagdo pretendida, o objeto deste pleito deve
necessariamente atender as seguintes fases:
a) pré-andlise a patenteabilidade da criagéo;
b) busca de anterioridade para verificagdo do estado da técnica:
¢) envio do resultado da busca de anterioridade, juntamente com copias de pedido ja requerido no
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127/1997 — INPI);
d) solicitagdo de pagamento das taxas de depdsito e abertura de processo no Protocolo Geral para
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€) apreciagdo e assinatura da Reitoria da UFPI.

f) encaminhamento da documentagio ao INPI para depdsito.

Salientamos ainda que, para cada fase acima descrita. € necessario tempo habil para as respostas, a

fim de cumprir com fidelidade e seguranga a pretensdo perquerida.
Por ser verdade, firmo a presente.

Teresina (PI), 28 de setembro de 2016.

WAoot

Prof®. Dr“./Maria Rita de Morais Chaves Santos
Coordenadora do Nucleo de Inovacio e Transferéncia de Tecnologia da UFPI
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Phytochemistry Profile, Nutritional Properties
and Pharmacological Activities of Mauritia

flexuosa

Joilane Alves Pereira Freire, Karla Bruna Mogueira Torres Barros, Layana Karine Farias Lima, Julyanna Maciel Martins,
¥an de Carvalho Aradjo, George Laylson da Silva Oliveira, Jailane de Souza Aguino, and Paulo Michel Pinheiro Ferreira

Abstract:

Mavritia flexuosa L. (Arecaceae) is a popular Brazilian fruie known as “buriti™ and belonging to the category of

functional foods. This work reviewed the phytochemistry profile, nutritional and pharmacological activities of M. flexuosa.
The main bicactive compounds reported to burin were carotenoids, tocopherols, ascorbic acid, phenolic compounds,
fiber, phytosterols, and mono- and poly-unsaturated fatty acids. These compounds were mainly related to antioxidant,
hypolipemiant, photoprotector, antiaggregant, antithromboric, anti-inflammatory, hypoglycemiant, antimicrobial, and
antitumor activities. Furthermore, some compounds present in buriti fruie and its properties were tested in vitro and in
wive and showed biotechnology applications, especially for extraction of fiber, polysaccharides, pigments, antioxidants,
and oidl. Howerer, the buriti fruit shows great relevance to the development of new products in food, pharmaceutical
and chemical indusery, this fruit is stll underexploited and it has need to expand its production chain and processing to

encourage their consumption and utilization.

Keywords: bioactive compounds, Brazilhan Cerrado, buriti, functional potential

R: Concise Reviews

Introduction

Brazil has a large number of underexploited native and ex-
otic fruit species of potental interest to the agmindustry and a
possible future source of income for the local population. Tropi-
cal fruit consumption is increasing on the domestic and interna-

tional markets due to growing recognition of its nutritional and
properties beneficial effects to health (Rufino and others 2010).
Several epidemiological studies have shown that the habit of con-
suming fruit is associated with a lower risk of chronic diseases
{Martinez-Gonzalez and others 2011; Lim and others 2012; Lin
2013). However, few information about the nutritional value and
bioactive compounds of tropical fruits, especially the more exotic
species is currently available, is often observed underexploitation
of these cultures.

Mauritia flexuosa is a popularly fruit from the Brazilian Cerrado
known as “buriti” and is found in all South America, belonging to
the Arecaceae family and Lepidocarycideae subfamily. In Brazil,
it is more commaon in the states of Pard, Amaronas, Maranhio,
Piaui, Bahia, Ceard, and Tocantins (Canudo and others 20107,

The fruit of M. flexnosa has several purposes, being used since
the pulp untl the seeds. However, at the moment, is pulp is more
used and it presents multiple nutritional properties that can be
favorable to the health (Igbal 2014; Sigueira and others 2014).
It is source of mon, calcium, and fiber, being a functional food

MS 20160975 Submitted 6/18/2016, Awepted 9712/2006. Author Freire
with Depl. of Nidrition /Northeast Bioteshnology Netword: (RENORBICO), Federal
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Author Chivetra &5 with Depr. of Biochenmstry and Pharmacology, Federal Unine of
Pamud, Teresinng, Pianf, Brazil. Author Aquano is with Dept. of Nutrition, Labosatory
of Experimenital Nutrition, Federal Uiy of Paracha, Jode Pessoa, Paratha, Brazil
Author Ferretea is with Dept. of Bigpltysics and Prysiology, Laboratory of Expertmental
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in potential (Manhdes and Sabaa-Srur 2011). The pulp is ablo
used to product ice creams, candies, creams, jellies, vitamins, jams,
wines, and oil, becanse it has a characteristic and very pn:fu]i.ar
fAavor (Candido and others 2015; Manhies and others 2015). Its
o1l has ]'Ligh levels of monounsarurated tht}r acids, carotenoids and

vitamin E (tocopherols), in addition to presenting high andoxidant
capacity (Aquino and others 2012a, 2012b, 2015; Medeiros and
others 2015; Speranza and others 2016). In models animals the
buriti oil showed to be a functional food (Agquine and others
2012a, 2012b, 2015; Medeiros and others 2015).

The buriti fruit is inserted in the category of funcional foods
because of its nutritional composition, especially in the pulp and
its oil, there s a high content of bicactive compounds and that
acts in the prevention of oxidative stress and chronic diseases and
as, antioxidant, ant-inflammatory, and platelet antiaggregant sub-
stances (Manhdes and Sabaa-Srur 201 1; Cordeiro and others 2015).
Moreover, the presence of this natural antoxidants, improves the
sun protection and 15 added as natural antioxidants in cosmetics,
capillary and pharmaceutical products (Canudo and others 2010;
Ferreira and others 201 1a; Ferreira and others 2016a).

In this pemspective, it 1s esential expanding the research and
knowledge about novel functional foods, since they are consid-
ered health promoters because they are associated to the race
decrease of several diseases, such as obesity, heart attack, hyper-
tension, ostemporsis, diabetes, and cancer. So, functional foods
and plants medicinal have important properties in the context of
public health (Eddouks and others 2012; Gonzilez-Vallina and
others 2013). Therefore, the objective of the study was to develop
a systematic and scientific review about M. flexwosa, detailing its
phytochemistry profile and main pharmacological activities.

Method of Research and Strategy of Search

For a complete and reliable review, primary and secondary re-
sources were used, including original and review articles, books,
and government documents written in Engiish, Portuguese, or
Spanish (Simdes and others 2015). A bibliographic research from

Vol 81,MNr. 11,2016 « Journal of Food Science R2611
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Compostos bioativos, acidos graxos e minerais no mesocarpo da mauritia
flexuosa L.: subsidio para utilizacdo do produto em biotecnologia industrial

Joilane Alves Pereira Freire, Vicente Galber Freitas Viana, Luciana Mendes Ribeiro de Sousa, Joaquim
Soares da Costa Junior, Manoel de Jesus Marques da Silva, Arkellau Kenned Silva Moura, AntOnia
Maria das Gracas Lopes Citd, Regilda Saraiva dos Reis Moreira Araujo, Rivelilson Mendes de Freitas

Introdugdo: No Cerrado, a M. flexuosa L. &€ a espécie que caracteriza as veredas, formando
densos buritizais. De ocorréncia também, na Amazédnia e Pantanal, em solos mal drenados e
areas de baixa altitude, é considerada a palmeira mais abundante do pais. Portanto, deve ser
mais investigada, a fim de enriquecer a alimentagdo humana com compostos bioativos, acidos
graxos e minerais. Foi identificado o teor de acidos graxos e minerais existentes no mesocarpo
(polpa liofilizada - PL) de buriti, como subsidio para utilizagdo deste produto em biotecnologia
industrial e industria alimenticia. Materiais e Métodos: O mesocarpo, ap6s despolpa, foi liofilizado
por 72 horas, em seguida, processado em moinho de facas, para obten¢do da farinha. Para a
derivatizacdo do extrato e posterior analise do perfil de acidos graxos foi utilizado metodologia de

HARTMAN; LAGO (1973) e o produto obtido foi analisado por CG-EM, usando instrumento
Shimadzu GC-17A/MS-QP5050A. Para identificagio de minerais realizou espectrometria de
fluorescéncia de raios X e teor de cinzas para célculo de minerais, os dados foram transformados
em miligramas e comparados &s Recommended Dietary Allowances (RDA). Resultados e
Discussdo: Em 1 grama da amostra, obteve 22mg de materiais orgénicos (cinzas) que ao ser
analisada foi encontrado um teor de Ca (4,63mg), K (13,02mg), Fe (0,07mg), Zn (0,03mg), Mg
(0,11mg) e Cl (2,96mg) na PL do fruto. Esses minerais s&o importantes pois ao contrario de
outros nutrientes, estes oligoelementos ndo podem ser sintetizados pelos organismos vivos, mas
apresentam fungo de catalizadores em sistemas hormonais e enziméticos e estdo presentes nos
fluidos e tecidos corporais. E possivel inferir que o consumo de 20g de PL, equivale a ingestéo de
92,60mg de Ca, 260,40mg de K, 1,4mg de Fe, 0,6mg de Zn e 2,2mg de Mg, considerando que a
RDA (mg/dia) de Ca & de 1000-1300mg/dia e de Zn & de 8-11mg, variando conforme idade. Isso
demonstra a importancia da ingestdo de alimentos enriquecidos com o produto investigado.
Quanto ao teor de 4cidos graxos (AG), as analises mostraram que a polpa do fruto & rica em AG
tmega-9 (cis-octadec-9-enoato de metila), com um percentual de 80,1% identificado desse
constituinte quimico. O mesmo & conhecido na literatura cientifica por apresentar relagéo com a
reducdo do risco de doengas cardiovasculares. Conclusdo: o mesocarpo liofilizado do fruto de

Raovista Brasiloira de Biodiversidade e Biotecnologia
GP| Cursos - Teresing-Pl - CNPJ:14.378.615/0001-60

Registro: hitpigpicursos com/alah015/Sistemafrabalho-pdf phofid=470"
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POLPA E SUBPRODUTOS DO BURITI (Mauritia flexuosa L.) COMO POTENCIAIS
ALIMENTOSFUNCIONAIS

Thais Helena Fisueiredo do BONFIM'
Joilane Alves Pereira FREIRE®

Jailane de Souza AQUINO'

Anténia Maria das Gracas Lopes CITO?
Paulo Michel Pinheiro FERREIRA?

| - Universidade Federal da Paraiba
2 - Universidade Federal do Piaui

INTRODUCAOQ: O buriti (Mauritia flexuosa L) € um fruto nativo da regidio amazdnica e
cerrado brasileiro, que até o momento tem apenas a polpa e o oleo aproveitados para consumo
alimentar, os quais vem sendo considerados alimentos funcionais devido ao conteudo de
compostos bioativos. Entretanto, seus subprodutos sdo pouco explorados. OBJETIVO:
Avaliar o valor nutricional da polpa (PL), casca (CL) e endocarpo (EL) de buritis liofilizados,
a fim de proporcionar sua aplicagdo e comercializagio como um alimento funcional.
METODOLOGIA: Os frutos de buriti foram coletados na cidade de Agua Branca (Piaui,
Brasil)., selecionados, sanitizados para a realizacio da despolpa e separaciio das partes do
fruto, obtendo-se a polpa, casca e o endocarpo. Todas as amostras foram liofilizadas a -40°C e
pressdo 500 mmHg por 72 h em liofilizador (Liotop, Sdo Carlos, Brasil)e processadas em
moinho (0,08 mm), para obtengciio das amostras em pd. Foram analisados umidade, cinzas,
proteina, lipideos, fibras totas, soliveis e insoliveis e fitoesterdis totais. Os resultados foram
submetidos & andlise de varidncia (ANOVA) e pos-teste de Tukey ao nivel de 5% de
significincia. RESULTADOS: OEL apresentou maior umidade (5.21%), como também
maior teor de cinzas (4.64%). J4 o teor de proteinas (5.57%) e lipidios (51,67%) se
apresentaram maiores na PL. A maior quantidade de carboidratos (77,53%) foi encontrada na
CL, assim como a maior quantidade de fibras totais (50,52%). A PL apresentou o maior
percentual de fibras soliveis, enquanto que a CL apresentou o maior teor de fibra insoluvel.

As fibras soliveis tém a propriedade de auxiliar na reducio do colesterol sérico e alterara
resposta glicémica dos alimentos, ji as fibras insoluveis promovem a melhoria do
funcionamento do intestino. A PL, a CL e o EL do buriti atendem os requisitos especificos da
legislagdo brasileira para alegacio de propriedade funcional, que preconiza que a porgdo do
produto contenha 3g de fibras totais para produtos solidos. Ademais, a CL apresentou 1,74
g/100g de fitoesterdis, e trés porgdes diarias (30g) fornecem1,56 g, atendendo o consumo de |
a 3 g de fitoesterdis ao dia, preconizado pela legislacdo vigente. O consumo de tais compostos
auxilia na redugdo da absorgdo do colesterol. CONCLUSAQ: Pode-se concluir que a polpa, a
casca e o endocarpo do buriti liofilizados sfo alternativas viaveis de novos produtos
funcionais por serem fontes de fibras, além de conter fitoesteréis em quantidades
significativas na casca deste fruto.

1 Congresso Internacional de Mutrigio Funcional & Nutrigendmica
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Toxicidade preliminar e avaliacdo da atividade antiproliferativa da polpa e de
subprodutos de um fruto do Cerrado brasileiro - Buriti (Mauritia flexuosa)

Carla Lorena Silva Ramos, Universidade Federal do Piaui; Joilane Alves Pereira Freire, Universidade
Federal do Piaui; Jurandy do Nascimento Silva, Universidade Federal do Piaui; Lara Polyana Silva
Ramos, Universidade Federal do Piaui; lan Jhemes Oliveira Sousa, Universidade Federal do Piaui;

Guilherme Antdnio Lopes de Oliveira, Universidade Federal do Piaui; Oskar Almeida Silva, Universidade
Federal do Piaui, José Roberto de Oliveira Ferreira, Universidade Federal do Piaui; Paulo Michel
Pinheiro Ferreira, Universidade Federal do Piaui

Introdugdo: O desconhecimento da toxicidade dos subprodutos gerados pela agroindustria de
alimentos induz a desperdicio de toneladas de recursos alimentares. O presente estudo objetivou
avaliar a toxicidade de polpa, casca, endocarpo e sementes do fruto do buriti (Mauritia flexuosa
L.). Foi utilizado o teste de Artemia salina, e um segundo teste consistiu na técnica de MTT que
tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico celular quanto a capacidade
antiproliferativa em cultura primaria do tumor murino de Sarcoma 180. Materiais e Métodos: O

ensaio de toxicidade com A. salina. foi realizado de acordo com a metodologia proposta por
Meyer et al (1982), com modificagBes. No qual foi preparado agua do mar artificial, no qual foram
colocados os ovos de A. salina para eclodir na presenca constante de luz e oxigénio por 48
horas. Apds esse periodo, coletou-se 10 larvas de A. salina para cada tube de ensaio. Em
sequida, foi preparado solugdes mée a partir dos produtos liofilizados de casca, polpa, semente e
endocarpo do buriti (M. flexuosa), dissolvidlos em &agua destilada e Tween 80% e me
concentragdes crescentes das amostras estudadas (50, 250, 500 e 1000 pg/mL). O ensaio foi
realizado em friplicata, sendo a contagem dos animais mortos e vivos realizada apés 24 horas.
Além disso, foi realizado o controle positivo com dicromato de potassio. A citotoxicidade foi obtida
através do método do MTT (Mosmann, 1983), no qual permite quantificar a porcentagem de
células vivas. Células da linhagem Sarcoma 180 isoladas do periténio de camundongos. Os
extratos aquosos das amostras em estudo foram incubadas durante 68 horas junto com as
células. Apbs o periodo de incubacéo, foram adicionados 20pL da solugdo de MTT (5 mg/mL). A
doxorrubicina foi utilizada como controle positiva. Os resultados foram analisados por regressao
néo-linear utilizando o programa GraphPad Prism verséo 5.0, tanto para MTT, como para o teste
de toxicidade em A. salina. Resultados e Discussdo: Para a toxicidade frente nauplios de A.
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