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RESUMO

O abacate Persea americana pertence a familia Lauraceae, tem origem na América
central e o fruto € muito consumido no Brasil. Durante a cadeia produtiva muitos
alimentos ndo sao aproveitados em sua integralidade, como o abacate, cujas cascas
e carocos sao descartados, ndo sendo utilizado para alimentagdo. Estima-se que
aproximadamente 30% do fruto (cascas e carog¢os) séo jogados no lixo. Assim como
0 abacate, outros alimentos ndo sao integralmente aproveitados, gerando desperdicio
e acumulo de residuos. Essa situacdo despertou a atencdo de entidades
internacionais como a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), que propds 17
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) para acabar com a fome e
desenvolver crescimento sustentavel. Além disso, variados residuos agroalimentares
possuem atividade bioldgica, podendo ser isolados e utilizados para melhorar a
qualidade de vida das pessoas. Este estudo teve como objetivo analisar os residuos
oriundos de P. americana (cascas e carocos), na forma de extratos hexanicos e
etandlicos. Os extratos foram avaliados quanto a capacidade antioxidante, ao perfil
lipidico, verificacdo de alguns fitoconstituintes, atividade antifingica, avaliacdo da
capacidade antiacetilcolinesterasica e neuroprotetora por meio do ensaio de geotaxia
negativa, usando Drosophila melanogaster como modelo. O rendimento dos extratos
hexéanicos das cascas e carocos foi 1,32 e 0,911% respectivamente, para 0s extratos
etandlicos 15,98% para as cascas e 27,75% para 0s carogos. Alguns minerais foram
quantificados por absor¢cao atdbmica, sendo encontrados 26,78 £+ 2,06 Ca, 23,87 + 3,09
Mg, 0,20 £ 0,74 Cu, 0,72 + 2,06 Fe, 4,23 + 10,34 e 0,67 £ 7,02 Zn nas cascas. Nos
carocos foram quantificados 41,14 + 8,5 Ca, 31,41 + 1,82 Mg, 0,48 £ 0,01 Cu, 1,04
7,4 Fe,1,8+6,48 Mne 1,11 + 0,57 Zn. Em analise do perfil lipidico por cromatografia
gasosa, os extratos (hexanico e etandlico) dos carocos apresentaram acido linoleico
como principal constituinte. Os espectros no infravermelho mostraram semelhanca
entre os extratos, indicando a presenca de grupos funcionais pertencentes a acidos
graxos. Os espectros de RMN de *H também se mostraram semelhantes para todos
0S extratos com sinais que corroboram a presenca de acidos graxos. O perfil
metabdlico por HPLC do extrato etandlico das cascas (CSC-ET) mostrou-se mais
complexo que o do extrato etandlico dos carocos (CRC-ET), este apresentando um
pico intenso no tempo de retencdo 16 min. Os extratos etandlicos mostraram-se
presenca de alcaloides visualizado com o reagente de Dragendorff. O extrato CSC-
ET mostrou presenca de flavonoides no ensaio com o reagente NP/PEG. Os extratos
etandlicos (CSC-ET e CRC-ET) apresentaram indicativo de presenca de taninos
condensados. No ensaio de antioxidantes totais (mmol/g de &cido ascorbico) o extrato
CRC-H apresentou 770 + 0,024, o extrato CRC-ET 697 + 0,072, o extrato CSC-H 669
+ 0,086 e o extrato CSC-ET 630 £ 0,039. O extrato CSC-ET apresentou maior teor de
fendlicos totais (35,404 = 0,599) estaticamente significativo. No ensaio de poder
redutor férrico, o extrato CRC-H apresentou, uma porcentagem média de 4,065+1,213
e o extrato CRC-ET de 2,383+0,242; os extratos oriundos das cascas exibiram
4,812+1,376 (CSC-H) e 1,113+0,252 (CSC-ET). O conteudo de flavonoides totais dos
extratos hexanicos (CSC-H e CRC-H) foram maiores do que do que dos extratos
etandlicos (CRC-ET e CSC-ET). Os extratos também apresentaram atividade
antifuingica frente Aspergillus niger (DLioo = 25 pg/mL). Para atividade
antiacetilcolinesterasica todos os extratos apresentaram uma média de inibigdo acima



de 50%, sendo CSC-ET o mais ativo (85,6+11,053). O extrato etandlico do carogo
(CRC-ET) obteve melhor desempenho nos ensaios de neuroprotecdo. Os resultados
mostraram que cascas e carogos de abacate contém compostos bioativos que podem

ser reaproveitados, agregando a valor a cadeia produtiva e deixando-a mais
sustentavel.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Residuo agroalimentar. Alzheimer.



ABSTRACT

The avocado, Persea americana, belongs to the Lauraceae family, and was originated
in Central America. The fruit is very consumed in Brazil. During the production chain
many foods are not used in their integrality, such as avocado, whose barks and seeds
are discarded, not being used as food. It is estimated that approximately 30% of
avocato fruit are discarded into the trash. Like avocado, other foods are not fully used,
generating waste. This has attracted the attention of international entities such as the
United Nations, which proposed 17 Sustainable Development Goals (SDGs) to end
hunger and develop sustainable growth. In addition, various agri-food residues have
biological activity, and can be used to improve people's quality of life. This study aims
to analyze residues from P. americana (barks and seeds), in the form of hexane and
ethanol extracts. The extracts were evaluated for antioxidant capacity, lipid profile,
phytoconstituents, evaluation of antiacetylcolinesterase activity and neuroprotective
capacity through the negative geotaxia assay, using Drosophila melanogaster model.
The vyields of the hexane extracts of barks and seeds were 1.32 and 0.911%
respectively, and 15.98% for barks peels and 27.75% for seeds ethanol extracts. Some
minerals were quantified by atomic absorption, with 26.78+2.06 Ca, 23.87+3.09 Mg,
0.20£0.74 Cu, 0.72+2.06 Fe, 4.23+10.34 and 0.67+7.02 Zn in the barks. In the lumps,
41.1448.5 Ca, 31.41+1.82 Mg, 0.48+0.01 Cu, 1.04+7.4 Fe, 1.846.48 Mn and 1.11+0.57
Zn were quantified in the seeds. Analysis of the lipid profile of hexane and ethanol
extracts by gas chromatography showed linoleic acid as the main constituent. Infrared
spectra showed similarity between the extracts, indicating the presence of functional
groups belonging to fatty acids. The *H NMR spectra were also similar for all extracts
with signs that corroborate the presence of fatty acids. The metabolic profile by HPLC
of the ethanol extract from barks (CSC-ET) was more complex than the ethanol extract
of the seeds (CRC-ET), the latter presenting an intense peak in retention time 16 min.
Ethanol extracts were shown to possess alkaloids, as visualized with Dragendorff
reagent. CSC-ET extract showed presence of flavonoids according to NP/PEG
reaction. Ethanol extracts (CSC-ET and CRC-ET) showed indicative of the presence
of condensed tannins. In total antioxidant assay (mmol/g of ascorbic acid) CRC-H
extract presented 770 + 0.024, CRC-ET extract 697 + 0.072, CSC-H extract 669 *
0.086 and 630 + 0.039 for CSC-ET extract. CSC-ET extract showed the higher total
phenolic content (35,404 + 0.599) statistically significant. In ferric reducing power
assay, CRC-H extract presented an average percentage of 4.065 + 1.213 and CRC-
ET extract 2.383 + 0.242; extracts from the barks exhibited 4.812 + 1.376 (CSC-H) and
1.113 £ 0.252 (CSC-ET). The contents of total flavonoids of hexane extracts (CSC-H
and CRC-H) were higher than those of ethanol extracts (CRC-ET and CSC-ET). The
extracts also presented antifungal activity against Aspergillus niger (DL1oo = 25 pg/mL).
For antiacetylcolinesterase activity all extracts presented an average inhibition above
50%, CSC-ET being the most active one (85.6+11.053). Ethanol extract from the seeds
(CRC-ET) presented the best performance in neuroprotection assays. The results
showed that avocado peels and seeds contain bioactive compounds that can be
reused, adding value to the production chain of avocado, making it more sustainable.

Keywords: Bioactive compounds. Agri-food waste. Alzheimer.
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1. INTRODUCAO

Alimentar-se € um ato relacionado a varios aspectos e ndo somente com a
necessidade biolégica do organismo, pois as dimensdes cultural e social estdo
inseridas no que diz respeito a alimentagcéo. A agricultura é responsavel por fornecer
a maioria dos alimentos e é primordial para garantia da vida humana na terra. O cultivo
e 0 manejo de alimentos sofreram alteragbes com o passar dos tempos e as dinamicas
das mudancas sociais acompanharam o desenvolvimento da agricultura. Por
exemplo, o surgimento de maquinas facilitou a aeracdo da terra, enquanto que
agroquimicos e fertilizantes sintéticos surgiram em meados dos anos 1960 com a
chegada da revolugao verde. Com o passar dos anos, foi percebida a necessidade de
caminhar sem prejuizos a natureza ou com impactos ambientais minimos, ou seja, de
forma mais sustentavel. A sustentabilidade € um conceito que surgiu na tentativa de
reducdo de impactos socioambientais (SHIVA, 2002; MAZOYER e ROUDART, 2008).

Atualmente o Brasil € 3° maior produtor de frutas, mas ainda existem pessoas
em situacao de vulnerabilidade social chegando no estado de extrema pobreza. Esse
cenario mostra a necessidade de um mundo sustentavel em que a erradicacao da
fome e da pobreza sdo urgentes. Por isso, a Organizacao das Nac¢des Unidas (ONU),
com a participacao de diversos paises organizaram uma agenda para acabar com a
fome e promover a producdo e consumo sustentavel, surgindo entdo a agenda 2030.
Esse compromisso foi firmado em uma reunido em Nova York no ano de 2015 com
chefes executivos de varios paises, estabelecendo os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), para alcancar as propostas da agenda.

A reducao de perdas e desperdicios de alimentos faz parte da ODS 12 que tem
como meta assegurar padrdes de producdo e de consumo sustentaveis. Entdo, tendo
em vista que na cadeia produtiva de alimentos podem ocorrer varias perdas, surge a
necessidade de aprimoramento de técnicas que agreguem valor e reaproveitem o
alimento em sua forma integral. A Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentacéo
e a Agricultura (FAO, 2011) publicou dados que mostram que 1,3 bilhGes de toneladas
de alimentos sao desperdicadas enquanto que mais de 820 milhdes de pessoas
passam fome no mundo.

O abacate (Persea americana) é um fruto de origem da América central muito
consumido no Brasil. A producao desse fruto tem aumentado nos ultimos tempos, com

expectativa de dobrar a produg&o nos préoximos anos. O México é o maior produtor de
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abacate do mundo e os Estados Unidos os maiores consumidores de abacate.
Considerando o fruto em sua forma integral, percebe-se uma perda de
aproximadamente 30% (cascas e carocos), porcentagem esta que € descartada no
lixo como residuo e que pode conter alguma atividade biolégica, como por exemplo,
presenca de compostos antiacetilcolinesterasicos que agem no combate de doencas
neurodegenerativas.

O Alzheimer € uma doenca capaz de interromper a sinapse entre 0s neurdnios
por acdo de uma enzima conhecida como acetilcolinesterase, que impede o
neurotransmissor acetilcolina de estabelecer a comunicacao entre os neurdnios. Essa
doenca é considerada uma deméncia e atinge principalmente os idosos. Dados
publicados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2019) estimam que atualmente
existem quase 50 milhdes de pessoas portadoras da doenca de Alzheimer. Ainda nédo
existe cura para a patologia e os farmacos que existem sdo paliativos, ou seja,
amenizam os sintomas da doencga. Por isso, propor substancias alternativas capazes
de inibir o mecanismo de acdo da enzima acetilcolinesterase é importante para a
ciéncia e consequentemente para melhorar a qualidade de vida dos portadores da
doenca. E sabido que os vegetais possuem atividade antioxidante, antimicrobiana,
inibidor de enzimas como acetilcolinesterase e outras descritas na literatura. Muitos
estudos estdo sendo realizados acerca do reaproveitamento de residuos, com a
abordagem antioxidante, que podem ser aplicados no tratamento de doencas

neurodegenerativas.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar atividade biolégica dos residuos de abacate visando possivel aplicagdo na

industria farmacéutica e/ou alimenticia.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

e Avaliar a capacidade antioxidante.

e Analisar o perfil lipidico.

e Verificar de forma qualitativa a presenca de alguns fitoconstituintes.

e Avaliar a capacidade antifungica.

e Avaliar a capacidade antiacetilcolinesterasica.

e Avaliar a capacidade neuroprotetora dos extratos etandlico das cascas e
carocos oriundos do abacate.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 DESPERDICIO DE ALIMENTO NO BRASIL E NO MUNDO

Nos primdrdios da sociedade, mais precisamente no periodo neolitico, surgiu o
hébito de comer plantas e também de cultiva-las, sendo entdo os primeiros passos do
surgimento da agricultura (MAZOYER e ROUDART, 2008). Com o passar dos
tempos, maquinarios foram surgindo com a finalidade de atender as necessidades
dos povos e das comunidades. Segundo Ameen (2017), em 1944 a Fundacao
Rockefeller realizou a introducdo de técnicas oriundas da engenharia genética na
agricultura, argumentando o aumento da producdo de alimentos, o que ficou
conhecido como revolucado verde. Ameen (2017), Mazoyer e Roudart (2008), Horlings
e Marsden (2011) destacaram os diversos problemas sociais e ecolégicos causados
com a chegada da revolucdo verde, como por exemplo, a diminuicdo da
biodiversidade e surgimento doencas causadas pelo uso abusivo de fertilizantes e
agroquimicos.

Atualmente, o Brasil se destaca na producéo de gréos e a soja € o principal
produto com 11.887,672 de toneladas produzidas (IBGE, 2018). A soja é uma
monocultura e a maioria da producdo é utilizada para exportacdo. Porém, as
monoculturas podem provocar desgastes no solo, fazendo com que a utilizacdo de
fertilizantes e agroquimicos se intensifique nestes locais (AMEEN, 2017). Como a
necessidade da producdo de alimento ecologicamente e economicamente viavel é
urgente e novas metodologias tem surgido, como por exemplo, a agroecologia.
Horlings e Marsden (2011) mencionam a agroecologia como a “real revolugéo verde”.
Shiva destacou, ainda em 2002, a necessidade urgente de resgate e preservacao da
diversidade, bem como o uso sustentavel dos recursos naturais.

Segundo a FAO, dentre os variados processos de producdo de alimentos,
também é preocupante a trajetéria do alimento até a mesa da populacdo. O
desperdicio de alimentos na cadeia produtiva atinge 46-54%, principalmente no
processamento, transporte e distribuicio. A FAO (2011) estima ainda que o
desperdicio atinge cerca de 1,3 bilhdes de toneladas de comida, sendo um dos
maiores desafios na producéo e no consumo de alimentos. Em 2016, a FAO lancgou
uma campanha em parceria com a Embrapa com o intuito conscientizar sobre os
habitos alimentares e reduzir o desperdicio. A Organizacédo das Nacdes Unidas para
a Alimentacdo e a Agricultura (2011) propdés uma diferenciacdo entre perda e
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desperdicio de alimentos, sendo a primeira definicdo referente ao alimento perdido
durante a cadeia produtiva até o mercado, desde a pré-colheita, por exemplo, por
infestacdo de praga, até problemas na embalagem, transporte e mecanismo de precos
no mercado. O desperdicio acontece quando o consumidor descarta determinado
alimento devido ao seu tamanho ou cor, quando esta proximo do vencimento e quando
realiza compra de quantidade exagerada de alimentos colocando no lixo o que ainda
e comestivel.

Tendo em vista essa preocupacédo, a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU)
propés em 2015 uma agenda para erradicagdo da pobreza e em prol do
desenvolvimento sustentavel. Foram propostos 17 Objetivos do desenvolvimento
sustentavel (ODS). Destaca-se o ODS 12.3, que preconiza reduzir pela metade, até
2030, o desperdicio do consumo final de alimentos per capita, bem como reduzir todas
as perdas ao longo das cadeias de producao e abastecimento. Também é importante
destacar o ODS 12.5 que tem como objetivo reduzir substancialmente a geracdo de
residuos por meio da prevencao, reducéo, reciclagem e reuso.

No ano de 2013, o Brasil produziu 268,1 milhdes de toneladas de alimentos;
desse total 26,3 toneladas foram desperdicadas, representando quase 10% do total.
Alguns produtos apresentam maior nimero de perda, como por exemplo: abacaxi
(20%), mandioca (16%), banana (15%), inhame (12%) e laranja (10%). Outros
alimentos também foram registrados como grande perda, como por exemplo, 0 arroz,
milho, tomate e cebola (10%), batata (7%), leite e trigo (5%) e ovos e feijao (3%) (FAO,
2013, Ministério do Desenvolvimento Social, 2017).

3.2 CONSUMO E PRODUCAO DE ABACATE NO BRASIL

O abacate (Persea americana) é um fruto tropical pertencente a familia
Lauraceae, que tem origem no continente americano, mais especificamente em
paises como o México, Guatemala, Equador, Venezuela, Colémbia e Peru (FIRMINO,
2016). Existe a hipbétese de que o abacate tenha chegado no Brasil pela Amazénia na
divisa com o Peru, no periodo pré-colombiano. Segundo Falcdo (2001) atualmente
diversas variedades de abacate séo cultivadas no Brasil, e devido ao cruzamento,
existem muitos frutos hibridos. As variedades de abacate produzidas no Brasil sdo na
maioria hibridas, um cruzamento de Antilhana e Guatemalense, como por exemplo,
as variedades Geada e Fortuna. Frutos das variedades, margarida, fortuna, geada, e

breda por exemplo, sdo chamados de abacates tropicais, rotineiramente utilizados em
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vitaminas, saladas e em pratos doces. J& 0 avocado aqui no Brasil é considerado a
variedade mexicana, sendo que geralmente é pequeno como o Hass e o Fuerte, com
alta concentracao de Oleo e habitualmente utilizados em pratos salgados.

Os Estados Unidos sdo os maiores importadores de abacates do mundo,
seguido dos Paises baixos, Franca e Reino Unidos (ARIAS; MONTOYA e
VELASQUEZ, 2018). Arias, Montoya e Velasquez (2018), Companhia de Entrepostos
e Armazeéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP) (2016) e a FAO (2018) apontam o
México como o maior produtor de abacate do mundo produzindo, em 2016, 1.889.354
toneladas de abacate. Em segundo lugar vem a Republica Dominicana, com 601.349
toneladas. O Brasil, segundo a CEAGESP, encontra-se na oitava colocagdo tendo
produzido 180.652 toneladas em 2016.

Segundo o Ministério da Agricultura, o Brasil é o terceiro maior produtor de
frutas do mundo, ficando atras da China e da india. Dados do IBGE apontam que o
Sudeste é a maior regido produtora de abacate no pais. Em 2018, o Brasil produziu
cerca de 235,788 toneladas de abacate e o0 estado de Sdo Paulo, o maior produtor de
abacate do Brasil, contribuiu com 132,017 toneladas para a producao nacional. Minas
Gerais é 0 segundo maior produtor de abacate no pais produzindo 63,063 toneladas
até 2018. Os dados apresentados na figura 1 apontam o crescimento da producéo de
abacate no Brasil, observando-se um avango na quantidade produzida, principalmente
a partir de 2014.

Figura 1- Producéo de abacate no Brasil
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Fonte: IBGE (2018)

De acordo com os dados apresentados pela CEAGESP em 2016, o estado de
Séo Paulo atingiu 53% de participacao nas producdes, em seguida vem Minas Gerais
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com 27%, Parand (10%), Rio Grande do Sul (2,46%) e Espirito Santo (2,27%). O sul
e sudoeste de Minas tem a maior participagéo (67%) no fornecimento de abacate para
CEAGESP de Séo Paulo entre 2007 a 2015, com um total de 27.331 toneladas na

somatoria dos anos.

3.3 ASPECTOS NUTRICIONAIS DO ABACATE

O abacate € um fruto muito rico nutricionalmente (Tabela 1), possui vitaminas
lipossoluveis A, D e E, acidos graxos monoinsaturados, além de compostos bioativos

como, por exemplo, fitoesterois (DUARTE et al., 2016).

Tabela 1 - Composicao nutricional do abacate

Quantidade por porc¢éo (100 g)

Umidade 83,8(%)

Energia 96 (kcal)
Proteina 1,2 (9)
Lipideos 8,4 (9)
Carboidrato 6,0 (9)
Fibra Alimentar 6,3 (9)
Cinzas 0,5 (9)
Célcio 8 (mQ)
Magnésio 15 (mgQ)

Fonte: TACO, 2019.

Ferrari (2015) ap6s um processo de extracdo da polpa do abacate via
centrifugacdo encontrou quantidades relevantes de &cidos graxos insaturados
(12,85% linoleico e 51,24% oleico), sugerindo a possiblidade de utilizar o 6leo de
abacate na alimentacdo humana. Muitos estudos citam a utilizagdo da polpa para
extracdo do 6leo de abacate, ou seja, eliminando a casca e o caro¢o, como no trabalho
publicado por Salgado (2008) que utilizou a polpa fresca da variedade Margarida.

Algumas informagdes circulam a respeito dos aspectos nutricionais do abacate,
como por exemplo, o termo “superalimento” usado na area de Marketing. O uso do
termo provocou o aumento do consumo de abacate em varias regides, em especial
nos Estados Unidos (BHUYAN et al., 2019; ARIAS; MONTOYA e VELASQUEZ,
2018). Bhuyan et al. (2019) fizeram uma revisdo de literatura para copilar dados
referentes as questdes nutricionais tendo em vista o aumento do consumo de abacate
e apropriacdo do termo superalimento (superfood). Os autores concluiram que é
necessario elevar o numero de pesquisas principalmente in vitro e in vivo para avaliar

o potencial frente algumas doencas, como o cancer, diabetes, acdo antimicrobiana
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dentre outras. Os mesmos autores afirmaram a importancia nutricional do abacate e

a necessidade de incluir frutas na dieta.

3.4 APROVEITAMENTO DE RESIDUOS AGROALIMENTARES

O Brasil esta entre os dez maiores paises agroexportadores ocupando a
terceira posicao de acordo com os dados da FAO publicados em 2018. Arante et al.
(2014) evidenciaram o destaque da producédo agricola no Brasil quando comparada a
outros setores da economia. Por se caracterizar como um pais agroexportador, o
Brasil esta envolvido em diversas formas de processamento de alimentos. Esse
processamento gera residuos e, portanto, técnicas para melhorar a cadeia produtiva
no processamento de alimentos precisam ser estabelecidas (NASCIMENTO FILHO e
FRANCO, 2015). O excesso de lixo e demais residuos descartados contribuem para
o colapso ambiental que esta se aproximando, com a possibilidade de esgotamento
das fontes naturais, sendo necessario aproveitar ao maximo os alimentos.

Algumas partes descartadas de alimentos podem conter fibras, capacidade
antioxidante, vitaminas e minerais importantes na alimentagédo. Oliveira, Winkelmann
e Tobal (2019) desenvolveram uma farinha de residuos de laranja sanguinea-de-
mombuca, e concluiram que o flavedo, o albedo, a semente e bagaco, possuem
elevado teor de fibras. Zenni, Helm e Tavares (2018) utilizaram casca de palmito como
substrato para o crescimento de cogumelos utilizados na alimentacéo. Silva et al.
(2018) fabricaram geleia utilizando residuos do processamento (despolpadeira
industrial) do morango. O produto apresentou alto teor de umidade e atividade de
agua, colocando em risco a vida de prateleira do produto, entretanto, os autores
concluiram que a producdo da geleia ainda seria viavel. Goncalves e Magalhdes
(2018) apresentaram uma alternativa na producdo de hamburguer bovino,
substituindo a gordura por farinha da casca de maracuja e ndo observaram diferenca
em relacdo aos atributos caracteristicos da textura.

Em outro trabalho sobre aproveitamento de residuos, Piovesana, Bueno e Klajn
(2013) elaboraram biscoitos enriquecidos com farinha de bagaco de uva e aveia e, de
acordo com os atributos sensoriais, a farinha de trigo pode ser substituida em até 50%.
Mauro, Silva e Freitas (2010) usaram talos de couve e de espinafre para o preparo de
farinhas que demostraram alto teor de fibra alimentar insoltvel e baixa densidade

energética. As analises sensoriais do aspecto global, aroma, consisténcia e sabor,
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indicaram a possibilidade de esta farinha substituir a farinha de trigo sem perda da
qualidade do produto. A producéo de farinhas alternativas € uma constante tentativa
de aproveitar integralmente o alimento, como realizado também por Soares et al.
(2008) que adicionaram bagaco de uva em farinhas e verificaram atividade
antioxidante, visto as altas porcentagens de polifendis encontrada nas cascas de uvas

Niagara e Isabel.
3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM VEGETAIS

Os compostos antioxidantes sao substancias que desaceleram o processo de
oxidagdo, por meio da inibicdo de radicais livres e quelacdo de metais (Lima et al.,
2010). Os antioxidantes podem ser encontrados naturalmente no organismo e em
alimentos (Figura 2) e auxiliam no combate de radicais livres, que sdo moléculas

instaveis devido a perda de um elétron em sua camada externa.

Figura 2 - Componentes antioxidantes encontrados em alimentos
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Fonte: Autora, adaptado, 2019.

Radicais livres sdo moléculas geradas no citoplasma, na membrana e
mitocondrias, que podem reagir com proteinas, lipideos, carboidratos e DNA (BIANCHI
e ANTUNES, 1999). A formacdo desses radicais livres possui relacdo com o
metabolismo celular e também com fatores exdégenos, como por exemplo, exposi¢ao a
raios ultravioletas, radiacdo gama, medicamentos, dieta e tabagismo. A presenca de
radicais livres pode causar danos ao organismo, como 0 aparecimento de doencas
degenerativas (BIANCHI e ANTUNES,1999; OLIVEIRA e SHOFFEN, 2010).

A metodologia de reducéo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) € muito
utilizada e sua acédo € rotineiramente citada na literatura para avaliacdo da atividade

antioxidante que utiliza o DPPH, um radical livre (PIRES et al., 2017). A imagem a
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seguir apresenta a reacéo de oxirreducao que ocorre na presenca de antioxidantes, em

gue o radical roxo passar a apresentar a coloracdo amarela (Figura 3).

Figura 3 - Reacao de reduc¢éo do DPPH
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Fonte: Autora, 2019, adaptado.

Segundo Lima (2008), antioxidantes como flavonoides, carotenoides e
vitaminas C, E e A atuam doando elétrons ou hidrogénio para os radicais livres
tornando-os termodinamicamente estaveis e impedindo ataques as bases nitrogenadas
do DNA, aminoacidos e outras moléculas com func¢des importantes no organismo. O
processo de autoxidacdo ocorre por uma série de mecanismos como: ligacdo de ions
metélicos (alteracdo de valéncia), captura de oxigénio, complexacdo de metais,
decomposicdo de hidroperoxidos convertendo-os em ndo radicais e absorcdo de
radiacao ultravioleta (SILVA et al., 2010).

As plantas possuem compostos bioativos capazes de prevenir doencas
cronicas degenerativas. Por isso, € importante a ingestdo de vegetais, pois neles
estdo presentes compostos antioxidantes variados, como vitamina C (acido
ascorbico), betacaroteno e compostos fendlicos (flavonoides e acidos fendlicos) que
podem estar presentes em diversas partes, nas folhas, caule, sementes, frutos e
raizes. Compostos fendlicos podem ser encontrados facilmente em frutas como
laranja, tangerina, limdo e também em outros vegetais, como brécolis, pimentédo
verde, cebola, alho dentre outras fontes. O betacaroteno é um composto que possui
atividade de provitamina A, portanto atua como fator antioxidante e pode ser
encontrado em vegetais com cores amarelas e alaranjadas como, por exemplo,

cenoura, abébora, manga e mamao.



28

3.6 ATIVIDADE ANTIFUNGICA EM VEGETAIS

Os fungos pertencem ao reino fungi e s&o organismos eucariontes com
caracteristica morfolégica variada, levedura, bolor e cogumelos, possuindo
capacidade de sobreviver em habitats variados (TAKAHASHI et al., 2017). Segundo
Takahashi et al. (2019) na induastria, os fungos, tem sido utilizado na producéo de
alimentos (queijos) e de farmacos (antibiético). Entretanto também sdo organismos
capazes de provocar doencas que afetam humanos e prejudicam a agricultura. Entao
€ necessario compreender e propor novas alternativas viaveis capazes de reduzir 0s
possiveis prejuizos que os fungos podem causar (BRAUER et al., 2019).

O potencial antifungico de plantas tem sido estudado por diversos autores no
meio cientifico, como por exemplo, o estudo publicado por Fei hu et al. (2019). Neste
estudo os atores analisaram e compararam da atividade antifingica eficaz de canela
e cravo, frente a trés fungos do género Aspergillus, sendo A. niger, A. oryzae e A.
ochraceus. Assim como as plantas medicinais, outras estruturas presentes nos
vegetais sdo capazes de apresentar atividade antifingica. Em 1992 Adikaram e
colaboradores investigaram compostos antifingicos presentes nas cascas verdes de
abacate e isolaram trés compostos antifingicos promissores. Skenderidis et al. (2019)
reaproveitaram as cascas de roma para elaboracdo de extrato com atividade
antifingica. Desta forma, é evidente que residuos agroalimentares podem ser
reaproveitados e utilizados para o controle antimicrobiano, mais especificamente no

combate a fungos patogénicos.

3.7 ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer foi descrita pela primeira vez na literatura cientifica em
1910 e o nome da patologia faz uma referéncia ao professor Alois Alzheimer, um
psiquiatra alemao, que aprofundou seus estudos nos distlrbios de memoéria (POIRIER
e GAUTHIER, 2011). O Alzheimer € uma doenca neurodegenerativa e, portanto, pode
gerar a degradacdo irreversivel dos neurbnios comprometendo a capacidade
psicomotora da pessoa portadora da doenca. A doencga atinge principalmente os
idosos e, no ano de 2019 foram registrados aproximadamente 50 milhdes de pessoas
com Alzheimer, numero que pode aumentar para 82 milhdes em 2030 e quase dobrar
em 2050, alcangando 152 milhdes (OMS, 2019).
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A regido afetada pela doenca de Alzheimer é conhecida como hipocampo,
localiza-se no cortex, um local rico em neurdnios colinérgicos. Isso tem relacdo com a
deficiéncia de acetilcolina na regido, pois € nesse local onde existe maior atividade
desse neurotransmissor. Foi observado que nesta regido existe alta atividade de
proteina denominada B-amiloide (AB), um peptideo insoluvel capaz de formar a placa
amiloide que provoca toxicidade e degeneragdo nos neuronios (MELO e COSTA,
2005). Segundo Melo e Costa (2005) e Falco et al. (2015), a proteina precursora
amiloide (APP) sofre uma quebra promovida pela 3 secretase. A proteina TAU em seu
estado hiperfosforilado favorece a formacdo de emaranhados de neurofibrilas
neurotoxicas, acarretando a degeneracdo dos neurdnios e consequentemente o
surgimento ou piora do quadro de doencgas neurodegenerativas.

Segundo Poirier e Gauthier (2011), a doenca de Alzheimer possui sete estagios
diferentes, porém, em outros estudos os estagios sao resumidos em apenas trés
etapas; inicial, moderado e grave (VENTURA et al., 2010). Quando sete estagios sédo
propostos, no primeiro estagio da doenca os sintomas néo sao evidentes e apresenta
deterioracdo cognitiva mensuravel. No segundo estagio ndo tem a deterioracao
cognitiva mensuravel, entretanto sdo percebidos leves sintomas da patologia. J&4 no
terceiro estagio, os sintomas leves sdo mantidos, a pessoa apresenta deterioracédo
cognitiva mensuravel sem declinio funcional e dificuldades cognitivas leves. No
estagio 4 é possivel detectar a deméncia de forma leve e nos estagios 5 e 6 a
deméncia é percebida de forma moderada a grave. O Ultimo estagio é o agravamento
da doenca, no estagio 7, quando a deméncia se acentua de forma muito grave
podendo levar o paciente a 6bito; nesse caso considera-se o estagio como terminal
(POIRIER e GAUTHIER, 2011).

Para reduzir os efeitos da doenca, pois ainda ndo ha cura para Alzheimer,
alguns farmacos sao utilizados, como Tacrina, Donezepil, Rivastigmina, Galantamina
e Eserina, que agem inibindo a enzima acetilcolinesterase. O quadro 1 mostra as

estruturas dos farmacos comercializados para o tratamento da doenca de Alzheimer.
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Quadro 1 - Estrutura dos medicamentos utilizados para o tratamento de Alzheimer.
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3.8 ATIVIDADE ANTIACETILCOLINESTERASICA

Os neurotransmissores sdo armazenados nas vesiculas neurais localizadas
nas terminacdes nervosas dos neurdnios pré-sinaptico e sdo mensageiros quimicos
responsaveis por mediar agfes quimicas no sistema nervoso central e desencadear
reacoes bioquimicas nas células. A acetilcolina é formada por um éster do acido
acético e tem sua acdo mediada por receptores nicotinicos e muscarinicos. A catalise
da colina e da acetilcoenzima A (Acetil-CoA) é realizada pela enzima acetiltransferase
(FLORES e QUARANTINI, 2011). A acetilcolina atua no sistema nervoso periférico e
na juncdo neuromuscular, estando envolvida em atividades de aprendizagem e
memoria, ou seja, uma funcdo importante no sistema cognitivo. A acetilcolina é
secretada nos neurdnios pos e pré-ganglionares presentes no sistema parassimpéatico
e nos neurdnios pré-glanglionares do sistema simpéatico pelas fibras colinérgicas,
sendo importante no sistema nervoso central e autbnomo (ARAUJO et al., 2016;
VALLIANATOU et al., 2019).

A liberacdo acontece na fenda sinaptica e, em seguida, o neurotransmissor
liga-se ao receptor na membrana pdés-sinaptica. O esquema ilustrado na figura 4
mostra 0 neurotransmissor na fenda sinaptica e a AChE é representada hidrolisando
a acetilcolina. ApGs transmitir a informacéo, a acetilcolina € geralmente clivada com a
acdo da enzima acetilcolinesterase, mantendo o equilibrio na fenda sinaptica
(SADAVA et al., 2011). Depois de um tempo na fenda sinaptica, a acetilcolina é
degradada, por uma hidrolise que ocorre com a participacdo dos residuos de histidina.
A acetilcolina se liga em um sitio ativo da acetilcolinesterase, liberando um acetato e
colina. Com a saida da colina, a AChE fica acetilada e assim a enzima volta a atuar
novamente. Durante esse processo é formado acido acetico, liberando um residuo de
serina e, com isso, a enzima volta a ter atividade (ARAUJO et al., 2016). Quando a
acado da enzima acetilcolinesterase fica descontrolada pode hidrolisar a acetilcolina
antes de transmitir a mensagem no receptor pds-sinaptico. A inibicdo da acdo enzima
AChE tem sido usada para tratar doencas neurodegenerativas como Alzheimer e
Parkinson (XIA et al., 2012).
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Figura 4 - llustracdo da atividade do neurotransmissor acetilcolina e agéo da
acetilcolinesterase

/ ‘\.\w‘dnc pulse

Postsynaplic neuron
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Fonte: Takahashi et al.,2019.

Alguns farmacos séo usados para inibir a acdo da AChE, nos quais ocorre, por
exemplo, uma reacdo em que a carbonila de um carbamato ocupa o sitio catalitico da
AChE, impedindo entdo que a hidrélise da acetilcolina aconteca. Extratos oriundos
das folhas de Citrus limon, plantas do bioma Caatinga e Banisteriopsis anisandra A.
Juss foram capazes de inibir AChE in vitro (CARVALHO et al., 2013; BORBA et al.,
2012; FRIAS et al., 2011).

Efeitos neuroprotetores também séo promissores, uma vez que podem retardar
a neurodegeneracédo dos neurbnios e assim amenizar os sintomas de doenc¢as, como
0 Alzheimer. Morzelle et al. (2016) propuseram um estudo em que casca oriunda de
roma apresentou efeito neuroprotetor, mostrando o uso de residuos como fonte de
compostos bioativos. Outros estudos como o publicado por Ortega et al. (2019)
analisaram atividade neuroprotetora de residuos, demonstrando que cascas de

Persea americana da variedade Colinred exibiram efeito neuroprotetor.
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4. METODOLOGIA

Para o preparo de extratos foram utilizados os solventes grau P.A, hexano
adquirido da Nox Lab Solutions e alcool etilico da empresa Emfal. As diluicbes dos
extratos foram realizadas em cloroférmio e metanol (Neon). O metanol grau HPLC foi
adquirido da empresa Aldrich. O dimetilsulféxido foi adquirido da Sigma, tween 80 da
empresa Nuclear e éter etilico utilizado no teste de geotaxia negativa foi adquirido da
Nox Lab Solutions.

Para os testes antioxidantes foram utilizados como padrdo acido ascorbico e
acido galico (Neon), e quecertina (Sigma). Acido sulfarico foi adquirido da empresa
Anidrol, acido tricloroacético e o cloreto de aluminio da empresa Neon, cloreto férrico,
molibdato de aménio e persulfato de potassio da empresa Synth. O ferrocianeto de
potassio foi adquirido da Quimica Moderna, o fosfato bibasico de sédio da empresa
Vetec Quimica Fina, os cloretos de magnésio e de sodio foram obtidos da marca
Dinamica. Para o ensaio de inibicdo de acetilcolinesterase foram utilizados os
regentes eserina, iodeto de acetiltiocolina, &cido 5,5'-dithiobis- (2-nitrobenzoico),
albumina sérica bovina e a enzima acetilcolinesterase adquiridos da empresa Sigma.
O tris hidrocloreto ultrapuro foi adquirido da empresa Invitrogen. No cultivo das
moscas Drosophila melanogaster, foram utilizados agar em pé bacterioldégico da
empresa Vetec, Acido propiénico; fermento bioldgico (Fleischmann) e Nistatina
suspensao oral (Germed). No ensaio de geotaxia negativa foi utilizada a Rotenona
(Sigma) para inducao da toxicidade.

A cromatografia gasosa, os espectros no infravermelho e a absor¢cédo atbmica
foram realizados no departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais. A cromatografia de camada delgada foi realizada em silicagel 60 F254
cromatofolha 20 x 20 cm p/ TLC Merck placa em aluminio 0,2 mm. Os equipamentos
serdo descritos junto o desenvolvimento das respectivas metodologias. Os demais
equipamentos utilizados na pesquisa foram a balanca Shimadzu, pipetas automaticas
(LabMate), rotaevaporador (Buchi R-114/ B-480) centrifuga (Centribio TBL80-2B),

cuba ultrassénica (Cristofoli) e autoclave (Phoenix).
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4.1 OBTENCAO DOS CAROCOS E DAS CASCAS DE ABACATE

O abacate Persea americana foi adquirido em estabelecimento comercial no
municipio de lbirité- MG, no més de maio. Os frutos (Figura 5) foram higienizados,
secados minuciosamente com o auxilio de papel toalha e posteriormente foi retirada
a polpa e utlizados o caro¢co e a casca. As cascas e carocos utilizados foram
referentes a cinco abacates com peso médio de 517 + 15,11 g; a massa média
somente das cascas foi 53,233 £ 6,531 g e 0s caro¢os apresentaram peso médio de
103,431 + 13,842 g.

Figura 5 - Polpa e caroco do abacate

Para identificacdo da variedade de abacate, foi utilizada a ficha de identificacao
da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP) e o
boletim publicado pela EMBRAPA (2014). Os aspectos avaliados seguiram o
estabelecido quanto ao formato do fruto (piriforme), coloracdo da casca (verde),
textura da casca (lisa), espessura (fina), coloracao da polpa (amarelada) e textura da

polpa (poucas fibras).

4.2 EXTRACOES HEXANICA E ETANOLICA

As cascas in natura foram recortadas com auxilio de um estilete em pequenas
partes e submetidas a extracéao a frio com hexano (600 mL) por trés dias, retirando-se
uma fracdo a cada 24 horas. Os carogos in natura foram integralmente (juntamente
com a pelicula que envolve o caroco) ralados e em seguida realizou-se extracao
hexanica a frio. A cada 24 horas, o solvente extrator foi removido, a fracdo organica

foi armazenada em frasco ambar a 4 °C e nova quantidade de solvente era adicionada
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no erlenmeyer de cada amostra. O solvente foi retirado em rotaevaporador obtendo-
se, posteriormente, 0s respectivos extratos. A figura 6 apresenta um fluxograma do

processo de extracao realizado com as cascas e carocos do abacate.

Figura 6 - Fluxograma do processo utilizado para a obtencéo dos extratos
hexanicos.

Abacate in natura

B S—

Cascas Carocos

Lavadas, secas

e pesadas e pesados
Estilet | | Ralador
Cascas Carocos
Fatiadas ralados
| [
Transferidas Transferidas para

para erlenmeyer

Lavados, secos

erlenmeyer

-Torta L Fragao 24h Fragio L Torta
hexanica 1 hexanica 1 -
—
Fragido ragao
3 dias e ol - hexanica 2 — 3 dias
Fracao Fragao
hexanica 3 24h hexanica 3

—{ Remocdo do solvente

_' Remocao do solvente

Fonte: Prépria autora.

Ao término da extracdo hexanica, seguiu-se com a extracdo etandlica. Para
iSso, mantiveram-se as tortas e acrescentou-se etanol 96% as mesmas deixando 0s
materiais vegetais submersos. A cada 24 horas, durante trés dias, foi retirado o
solvente extrator, seguindo a mesma metodologia utilizada na extragcdo hexanica. O

aspecto do material durante a extracao € mostrado na Figura 7.
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Figura 7- Cascas (a) e carocos (b) submersos em hexano durante o processo de
extracao

Fonte: Prépria autora.

As fases hexéanicas e etandlica foram submetidas a rotaevaporacdo para
retirada dos respectivos solventes. Apds secura, os residuos foram solubilizados e
transferidos para frascos previamente identificados. Para a solubilizacdo dos extratos
hexanicos, utilizou-se cloroformio e para recolher os extratos etandlicos utilizou-se
metanol, devido a diferenca de polaridade dos mesmos.

Os extratos hexanicos foram nomeados CRC-H (caro¢o) CSC-H (casca). Ja os
extratos realizados posteriormente com etanol foram nomeados com a seguinte sigla,

CRC-ET para o carogco e CSC-ET para a casca.

Figura 8 - Extratos hexanicos e etandlicos.

Fonte: Prépria autora.

4.3 ANALISE POR ABSORCAO ATOMICA

As cascas e caroc¢os (3 g) in natura apds o processamento foram submetidos a
chama em bico de gas utilizando cadinho de porcelana como suporte, até que a

completa carbonizacdo ocorresse e ndo apresentasse fumaca. Posteriormente foram
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encaminhadas para uma mufla pré-aquecida a 550 °C até que as amostras
apresentassem coloragdo esbranquicada. Em seguida pesou-se 0,05 mg das
amostras em frascos de vidro devidamente identificados, acrescentando-se 2 mL de
acido nitrico. Estes materiais foram submetidos a aquecimento gradativo até atingir
aproximadamente 100 °C. Logo em seguida, as amostras foram vertidas em balao
volumétrico, acrescentando agua até atingir o volume de 5 mL (AOAC, 2012). Estas
amostras foram encaminhadas para analise no Departamento de quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais e analisadas em Espectrometro VARIAN
AA240FS com atomizador por chamas para quantificar os elementos Ca, Mg, Cu, Fe,
Mn e Zn.

4.4 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Os extratos hexanicos e etanélicos foram pesados (10 mg) e posteriormente foi
realizada a hidrdlise dos lipidios e posterior metilacdo (SANDE et al., 2017). As
andlises foram realizadas no laboratério de cromatografia gasosa da UFMG, em
Cromatografo a Gas HP5890 equipado com detector de ionizacdo de chamas.
Utilizou-se uma coluna Supelcowax-10 (30 m x 0,2 mm x 0,2 um) (Supelco) com
gradiente de temperatura: 150 °C, 0 min, 10 °C /min até 240 °C; injetor (split de 1/50)
a 250 °C e detector a 250 °C. O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste (4 mL/min)
e volume de injecdo de 1 uL. A identificacdo dos picos foi feita por comparacdo com

padrdes de acidos graxos metilados FAME C14-C22.

4.5 ANALISE POR INFRAVERMELHO

Os extratos hexanicos e etandlicos foram pesados (10 mg) em eppendorf. Os
espectros no infravermelho foram obtidos na regido 400-5000 usando KBr como
suporte. O espectrébmetro utilizado foi o VARIAN AA240FS com atomizador de

chamas no Departamento de Quimica da UFMG.

4.6 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Foram pesados 20 mg de cada extrato em frascos de vidro previamente
identificados. Os extratos foram mantidos em capela de exaustéo por doze horas para
certificar a completa auséncia de solvente. Subsequentemente, as amostras foram

encaminhadas para analise por ressonancia magnética nuclear (RMN) (Departamento
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de quimica da UFMG). Os extratos hexanicos (CSC-H e CRC-H) foram solubilizados
em cloroférmio deuterado (CDCls) e os extratos etandlicos (CSC-ET e CRC-ET) foram
solubilizados em DMSO-de.

4.7 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

O aparelho utilizado foi um cromatografo liquido Shimadzu acoplado ao
detector UV-Vis SPD-20A. A coluna analitica utilizada foi C18 (250 mm x 4,6 mm x 5
pum), com comprimento de onda utilizado foi 280 a 330 nm. O método utilizou metanol
(A) e Acido trifluoroacético (TFA) 0,01% em agua milli Q (B) da seguinte forma: 0 min
20% de A e 80% de B, 50 min 68% de A e 32% de B, 60 min 80% de A e 20% de B,
65 min 80% de A e 20% de B, 68 min 60% de A e 40% de B, 70 min 20% de A e 80%
de B e 80 min 20% de A e 80% de B. Os extratos hexanicos néo solubilizaram no
solvente utilizado para as analises por HPLC, no caso, o metanol. Portanto, somente
os extratos CRC-ET e CSC-ET (2 mg/mL) foram utilizadas para visualizacao do perfil
cromatografico. Apos a diluicdo em metanol, as amostras foram filtradas em filtro de

seringa (0,45 um).

4.8 DETECCAO DE ALCALOIDE POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA
(CCD) (DRAGENDORFF)

Os extratos foram solubilizados em cloroférmio (CRC-H e CSC-H) ou metanol
(CRC-ET e CSC-ET). Em seguida, as amostras foram aplicadas em uma placa de
CCD de aluminio coberta com silica gel, com auxilio de capilar. Posteriormente a placa
foi eluida com acetato e metanol (1:1). Com a placa eluida e seca, uma solucédo do
reagente de Dragendorf (nitrato de bismuto, acido acético e iodeto de potassio) foi
borrifada. Subsequentemente aguardou-se a secagem da placa para avaliacao das
possiveis manchas em amarelo alaranjado indicando a presenca de alcaloides
(WAGNER e BLADT, 1996).

4.9 DETECCAO DE FLAVONOIDES EM CROMATOGRAFIA DE CAMADA
DELGADA (NP/PEG)

Os extratos CRC-H e CSC-H foram solubilizados em cloroférmio e os extratos
etanodlicos CRC-ET e CSC-ET solubilizados em metanol. Amostras dos mesmos foram
aplicadas em placa de CCD de silica com auxilio de um capilar. Em seguida foram

eluidas em acetato e metanol (1:1). Foram preparadas duas solucdes, a primeira com
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2 amenioetil difenilborinato (1%) e uma solucdo etandlica de polietilenoglicol (5%).
Posteriormente as solu¢des foram misturadas (1:1) para o preparo do reagente
NP/PEG, e em seguida o reagente foi borrifado. Apds secagem foram visualizadas em
luz UV 365 nm para deteccéo de flavonoides (WAGNER e BLADT, 1996).

4.10 IDENTIFICACAO DE TANINOS

Amostras de CRC-ET e CSC-ET (500 mg) foram preparadas em 2 mL de agua
destilada e novamente diluidas em 10 mL de agua destilada. Em seguida foram
adicionadas 3-4 gotas de cloreto férrico 5% preparado em metanol. A analise ocorre
de forma qualitativa observando a mudanca de coloragdo, sendo a coloragéo azul
indicadora de taninos hidrolisaveis ou galicos e a coloracdo verde-preto para taninos
condensados ou catéquicos (ANVISA, 2010).

4.11 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os extratos CRC-H, CSC-H, CRC-ET e CSC-H foram submetidos a ensaios de
atividade antioxidante, sendo: antioxidante total, poder redutor férrico, ensaio de
fendlicos totais, ensaio de flavonoides totais e ensaio de captura do radical DPPH.
Todas as amostras foram preparadas em quadruplicada e o software Microsoft Excel

2013 foi utilizado para analise dos dados.
4.11.1 Ensaio de atividade antioxidante total

Para o ensaio de atividade antioxidante total, os extratos CRC-H, CRC-ET,
CSC-ET, CSC-H e o padrédo (acido ascorbico) foram solubilizados em etanol na
concentracédo 500 pg/mL. A metodologia utilizada foi descrita por Prieto et al. 1999.
Para analise dos resultados foi construida uma curva de calibragdo com os dados
descritos na tabela 3.
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Tabela 2 - Dados utilizados para construir a curva de calibragédo para o acido
ascorbico.

Pontos Concentracéo Quantidade de Quantidade de

(mmol/L) padrao (uL) agua (uL)
1 0,094 10 290
2 0,282 30 270
3 0,564 60 240
4 1,128 120 180
5 1,692 180 120
6 1,974 210 90

Primeiramente foram preparados 100 mL do reativo de trabalho contendo 3,22
mL de acido sulftrico, 0,397 g de fofato bibasico e 0,494 g de molibdato de aménio.
O ensaio foi realizado pela adicdo de 0,3 mL de extrato/padrdo em tubos de ensaio
seguidos por 3,0 mL do reativo de trabalho. A solugdo contendo os extratos foi
incubada em estufa a 95 °C por 90 min. Em seguida, as amostras e as absorbancias
foram lidas em 695 nm. Preparou-se um branco substituindo 0,3 mL de extrato/padrao
por 0,3 mL do solvente utilizado no preparo das amostras. Usou-se o0 branco para
zerar o aparelho. O teste foi realizado em quadruplicata, tanto para as amostras
quanto para a curva de calibracdo do padrdo. Céalculos dos resultados foram feitos
com base na equacao da reta substituindo o “y” pela absorbéancia e dividindo pela
massa pesada (equivalente a 1 g de extrato). Expressou-se o resultado em mmol de

acido ascorbico por g de extrato.

4.11.2 Ensaio de poder redutor férrico

A metodologia para esse ensaio foi descrita por Oyaizu et al. (1986). Os
extratos foram dissolvidos em etanol 96% na concentracao 500 pg/mL, seguindo-se o
mesmo procedimento para o preparo da solucdo padrdo utilizando acido ascorbico.
Foi adicionado 1 mL de padréo/extrato a 2,5 mL de tampéao fosfato pH 6,6 e 2,5 mL
de solugdo ferracianeto de potassio 1% (p/v). Em seguida a mistura foi
homogeneizada e encaminhada para estufa a 50 °C por 20 min. ApGs a incubacao,
adicionaram-se 2,5 mL de solucdo de &cido tricloroacético 10% (p/v) e centrifugou-se
a mistura a 300 rpm por 10 min. Coletaram-se 2,5 mL de sobrenadante, aos quais
adicionaram-se 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de solucéo de cloreto férrico 0,1%

(p/v). Posteriormente foi realizada leitura das absorbancias em 700 nm. Os resultados
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foram convertidos em porcentagem de poder redutor férrico comparado ao padréo,

acido ascorbico.

4.11.3 Ensaio de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi avaliada por meio do método Folin-Ciocalteu (GAO
et al., 2000). Os extratos foram preparados com etanol 96% na concentracdo de 500
pug/mL, sendo a mesma metodologia utilizada para o preparo do padréo (&cido galico).
Uma curva de calibracao (tabela 4) foi construida variando a concentracdo de acido

galico.

Tabela 3 - Dados utilizados para construir a curva de calibracéo para o acido galico

Ponto Quantidade Quantidade Concentragéo
padréo (uL) agua (uL) (ug/mL)
1 10 490 10
2 20 480 20
3 40 460 40
4 60 440 60
5 80 420 80
6 100 400 100

Foram adicionados 0,5 mL de solugéo do padréao/extrato a 2,5 mL de reagente
Folin-Ciocalteu (solugéo I). Em seguida, agitou-se a mistura, esperaram-se 3 min em
temperatura ambiente. Apos esse periodo, adicionou-se 0,3 mL de solu¢édo saturada
de carbonato de sddio (solucdo Il). Incubou-se a 25 °C por 20 min e leu-se a
absorbéancia a 760 nm. Preparou-se um branco substituindo 0,5 mL de extrato/padréo
por 0,5 mL do solvente. O teste foi realizado em quadruplicata, tanto para as amostras
guanto para obtencao de dados para realizacéo da curva.

Na equacéo da reta, “y” foi substituido pela absorbéancia e dividido pela massa

pesada. O resultado foi expressado em mg ac. galico/g de extrato.

4.11.4 Ensaio de flavonoides totais

Os extratos foram solubilizados em etanol 96% para obter solugdes na
concentracdo de 500 pg/ mL, enquanto o padrdo (quercetina) foi utilizado na
concentracéo de 1000 pug/ mL (YANG et al., 2007). Uma curva de calibracdo (tabela

5) foi construida variando a concentragcédo de quercetina.
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Tabela 4 - Dados utilizados para construir a curva de calibracdo para quercetina

Ponto Quantidade Quantidade Concentracao
padrao (mL) agua (mL) (ug/mL)
1 2,4 1,6 600
2 1,8 2,2 450
3 1,6 2,4 400
4 15 2,5 375
5 1,4 2,6 350

O ensaio foi realizado pela adicao de 2,5 mL de padréo/extrato em tubo falcon,
seguido por 0,3 mL de nitrato de sodio, com posterior agitacdo em vortex por 5 min, e
posterior adicdo de 0,3 mL de cloreto de aluminio. Agitou-se a mistura brevemente em
vortex e deixou-se a mistura em repouso por 6 min. Em seguida, adicionaram-se 2,0
mL de hidréxido de sédio e deixou-se em repouso por 10 min, fazendo-se entdo a
leitura das absorbéancias em 510 nm. O branco foi preparado substituindo 2,5 mL de
extrato/padréo por 2,5 mL de etanol solvente utilizado para o preparo das amostras.

Expressou-se o resultado em pg quercetina por g de extrato.

4.11.5 Ensaio de captura de radicais livres (DPPH)

Seguiu-se 0 método descrito por Brand-Williams et al. (1995). Para realizacédo
deste ensaio o0s extratos e o0 padrdo (acido ascoOrbico) foram preparados na
concentracédo 500 ug/ mL em etanol 96%. Em placa de 96 pocos, foram adicionados
em quadruplicata do padréo/extratos em diferentes volumes, sendo 100 pyL nos
primeiros quatro pocos, depois 75 uL, 50 pL e 25 pL respectivamente. Acrescentaram-
se 175 pL da solugdo de DPPH em todos os pocos e em seguida, agitou-se a mistura
levemente e incubou-se por 30 min no escuro. ApGs esse periodo, foi realizada a
leitura das absorbancias em 490 nm. O branco foi preparado em quadruplicata,
substituindo 100 uL de extrato/padrao por 100 uL do solvente utilizado para o preparo

das amostras.
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Tabela 5 - Dados utilizados para construir a curva de calibracédo para o 4cido

ascorbico
Pontos Concentracéao Volume Volume de
(ug. mLY) daamostra solvente (uL)
(WL)
1 1000 100 0
2 750 75 25
3 500 50 50
4 250 25 75
5 100 10 90

O resultado foi utilizado para a construgdo de um grafico de porcentagem de
inibicdo x concentragao (ug/mL), que incluiu o desvio padrdo. A porcentagem de
inibicdo de DPPH (%) foi calculada da seguinte forma: % inibicAo de DPPH =

(Absorbancia do controle —Absorbancia da amostra) /Absorbancia do controle x 100.

4.12 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

O fungo utilizado neste estudo foi o Aspergillus niger (Figura 9) armazenado no

Laboratdrio de Biotecnologia e Bioensaios do Departamento de Quimica da UFMG.

Figura 9 — A. niger cultivado em agar antibiético.

Apos sete dias de cultivo em meio sélido &gar antibiético, foi realizada a coleta
de esporos em agua destilada previamente autoclavada com adicdo de Tween 0,5%
e posteriormente realizada a contagem de esporos em camara de Neubauer. Apos 0
procedimento, a suspensdo flngica correspondente a 2,2x10° esporos/mL, foi

reservada em erlenmeyer para posterior inoculagao na placa de 96 pogos. Os extratos
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e a nistatina (controle positivo) foram solubilizados em dimetilsulfoxido e em seguida
pipetados para uma placa de 96 pogos para atingir uma concentragéo inicial de 100

ML, seguindo diluices seriadas até o poco 12, de acordo com a figura 10.

Figura 10 - Diluicdo em placa de 96 pocos
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Placas de 96 pocos controle também foram preparadas contendo somente o
meio de cultura (caldo batata dextrose), o meio de cultura e nistatina e 0 meio de
cultura e extratos, sem adicdo a suspensao fungica. A placa foi incubada em
temperatura ambiente por sete dias, para observar o desenvolvimento do fungo A.

niger cujo resultado é verificado visualmente.

4.13 ENSAIO DE INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE (AChE)

Para o ensaio de inibicdo de acetilcolinesterase utilizou a metodologia Ellman
com modificagbes (ELLMAN et al., 1961 e RHEE et al., 2001). Para solubilizagdo dos
extratos foi utilizado dimetilssufoxido (DMSO) e Tween 80 como emulsificante e como
controle positivo foi utilizada a eserina. O tampé&o Tris/HCI (50 mM) foi preparado em
agua destilada (pH 8,0). A solucao de iodeto de acetilcolina ATCI (15 mM) também foi
preparada em agua destilada. Para preparo do 5, 5 -dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)
(DTNB, 3 mM) foi utilizado o tampao previamente preparado, sendo adicionados 0s

sais NaCl (0,1 M) e MgCl2.6H20 (20 mM). A enzima acetilcolinesterase foi preparada
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na concentracéo 0,22 U/mL, utilizando o tampé&o e adi¢cdo de 0,1% (p/v) de albumina
sérica bovina.

Em placa de 96 pocos foram adicionados 25 uL dos extratos, os controles,
positivo (eserina) e negativo. Neste ultimo caso utilizou-se somente o solvente. Os
ensaios foram realizados em quintuplicata. Posteriormente foram adicionados 25 uL
de iodeto de acetilcolina (ATCI), 125 uL da solucdo de DTNB e 50 uL de tris/HCI
contendo albumina sérica bovina. Seguiu-se 0 procedimento medindo-se a
absorbancia a 405 nm a cada 1 minuto por 8 vezes. Logo em seguida, adicionaram-
se 25 uL de acetilcolinesterase em cada po¢o e homogeneizou-se. A absorbancia foi
medida novamente a 405 nm a cada 1 minuto por 10 vezes. O célculo seguinte foi
utilizado para verificar a porcentagem de inibicao:

% I = (Ab-Aa) X 100

Ab

4.14 CULTIVO DE Drosophila melanogaster

As moscas foram obtidas no estoque do Laboratério de Biotecnologia e
Bioensaios. O meio de cultura (alimento) utilizado para manutencdo das moscas foi
preparado com 400 g de banana prata (Musa sp., subgrupo Prata), 4 g de agar
bacteriol6gico e 350 mL de agua destilada. Essa mistura foi homogeneizada em
liquidificador e aquecida, para adquirir textura mais densa. Em seguida foi
acrescentada 3,5 g de levedura fermento biolégico. Logo apés, o preparado foi
autoclavado a 120 °C por 15 min. Depois o meio foi retirado da autoclave e
adicionaram-se 0,6 mL de acido propiénico e 2,5 mL de Nistatina. O alimento foi
transferido para os frascos previamente autoclavados para 0s quais, apos
resfriamento, as moscas foram transferidas (JIMENEZ et al., 2017).

4.15 ENSAIO DE NEUROPROTECAO

As moscas D. melanogaster foram mantidas nos frascos contendo alimento
anteriormente preparado, por 7 dias, obedecendo o ciclo reprodutivo. ApGs este
periodo, as moscas foram transferidas para outro frasco contendo novo alimento
deixando as pupas nos frascos anteriores. Apos 4 dias, as moscas sairam da fase de
pupa e, a partir desse momento, foram contados 6-8 dias de vida para a realizacdo do

ensaio de neuroprotecdo. As moscas foram paralisadas com auxilio de pequena
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quantidade de éter etilico para que ocorresse a selecdo de moscas macho. Apos a
separacdo manual, 12 moscas macho foram separadas e utilizadas para realizacéo
do ensaio. O ensaio foi realizado em triplicata, os frascos (Figura 11) foram divididos
em trés contendo somente o alimento, trés frascos com alimento e extrato e mais trés

com alimento e rotenona.
Figura 11 - Cultivo de D. melanogaster.

Frasco 1: Controle Frasco 2: Alimento + Extrato Frasco 3: Alimento + Rotenona

Fonte: Prépria autora.

ApGs 7 dias, as moscas que estavam no frasco contendo alimento + rotenona
foram transferidas para o frasco contendo alimento + extrato e vice versa; as moscas
gue estavam nos frascos contendo somente alimento ndo foram trocadas de frasco.
No final de 15 dias completos, as moscas foram transferidas para tubos falcon, que
foram acoplados em um suporte de madeira e colocados em uma superficie plana.
Uma camera fotografica foi posicionada a aproximadamente 30 cm de distancia. Em
seguida, a caixa foi submetida a trés batidas contra uma superficie plana, sendo
registradas dez fotos dos tubos com as moscas. A foto de nimero seis foi utilizada
para analise e contabilizou-se o nimero de moscas que conseguiram sobrevoar acima

da metade do tubo apds a movimentacdo do mesmo.

4. 16 ANALISE ESTATISTICA

O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para analises dos testes
estatisticos, aplicando-se analise de variancia (ANOVA). Para avaliar as médias entre
as amostras foi usado o teste Tukey com nivel de significancia de 5% ou p<0,05. O
Kruskal-Wallis (ndo paramétrico) e o pés-teste de Dunn’s, com significancia de 5% ou
p<0,05, foi utilizado para avaliar os dados no ensaio de neuroprotecdo. Para andlise

de componentes principais foi utilizado o software SensoMaker 1.61.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO DO ABACATE

O cultivar do abacate utilizado foi identificado seguindo a tabela publicada pela
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP, 2015).
Além disso, também foi utilizado o boletim publicado em 2014 pela Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), para assegurar a identificagdo quanto ao

periodo de maturagdo, que neste caso refere-se ao més de maio.

Tabela 6 - Identificagéo do abacate

Coloracdo da Texturada Espessurada Coloragcdo Textura da

Cultivar  Formato casca casca casca da polpa polpa
Breda Eliptico  Verde Lisa Fina Amarela Sem fibras
Rugosidade
Fortuna  Piriforme Verde média Média Amarela Sem fibras
Fucks Piriforme Verde Lisa Fina Amarela Com fibras
Poucas
Geada Piriforme Verde Lisa Fina Amarela fibras
Muito
Hass Piriforme Verde rugosa Grossa Amarela Sem fibras
Margarida Esferoide Verde Rugosa Grossa Verde clara Sem fibras
Ouro Levemente
verde Eliptico  Verde escura rugosa Média Amarela Sem fibras
Rugosidade
Quintal Piriforme Verde média Média Amarela Sem fibras

Fonte: CEAGESP (2015).

De acordo com as caracteristicas analisadas, os dados sugerem que a
variedade em questéo seja o abacate fortuna, devido ao periodo de compra (maio) e

demais caracteristicas morfologicas citadas na tabela.
5.2 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

O fruto do abacateiro mostrou ser constituido por 10,2% de casca, 69,9% de
polpa e 19,9% de caroco. Esses dados corroboram com o trabalho publicado por
Salgado et al. (2008) que obtiveram rendimento de 11,2% de cascas e 22,8% de
caroco. Com os dados relatados tanto por Salgado et al. (2008) quanto neste presente

trabalho, percebe-se que o desperdicio do consumo de abacate chega a
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aproximadamente 30%, surgindo, portanto, oportunidades para um destino viavel em
seu reaproveitamento.

Os rendimentos dos extratos etandlicos foram mais elevados em comparacao
com os extratos hexanicos. Neste trabalho foi utilizada maceracdo em hexano e
extracao etandlica, ambas extragdes ocorreram durante um periodo de trés dias, sem
utilizar aquecimento no processo de extracdo. Rengifo et al. (2015) utilizaram a técnica
de soxhlet para obtencdo de azeite das sementes de abacate. O uso da técnica
resultou em um rendimento médio de 6,14% + 0,14 utilizando 5 g da farinha da
semente do abacate. Piazza et al. (2018) realizou extracdo proveniente das cascas
do abacate, por soxhlet e sistema ultrassonico com etanol no qual obtiveram
rendimentos de 3,64% com o sistema ultrassbnico e 6,02% com soxhlet. Os
resultados de rendimentos deste presente estudo estdo apresentados na Tabela 7 e
mostraram-se superiores aos obtidos por Pizza et al. (2018) e por Rengifo et al. (2015),

em relacao a extracao etandlica.

Tabela 7 - Rendimento dos extratos hexanicos e etandlicos das cascas e carocos de

abacate
Solvente extrator Parte extraida Rendimentos (%)
Hexano Casca 1,32
Etanol Casca 15,98
Hexano Caroco 0,91
Etanol Caroco 21,75

Ruiz et al. (2018) realizaram extracéo por maceracéo de variedades de abacate
Hass e Fuerte, durante 48 horas sob agitacdo. Os autores obtiveram rendimento de
11,95% com as sementes de Hass e 12,30% com as sementes de abacate Fuerte,
em solvente etanol como as sementes secas e moidas. J4 neste estudo tanto as
cascas quanto as sementes foram utilizadas in natura raladas/fatiadas em pequenos

fragmentos.
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5.3 ANALISE DE MINERAIS

As amostras foram avaliadas quanto ao conteudo mineral (mg/100 g) e os

resultados obtidos foram expressos na tabela 8.

Tabela 8 — Conteudo de minerais presentes nas cascas e carogos de abacate.

Minerais Casca (mg/g) Caroco (mg/qg)
Calcio 26,78 + 2,06 41,14 £ 8,50
Magnésio 23,87 + 3,09 31,41+£1,82
Cobre 0,20+ 0,74 0,48 £ 0,01
Ferro 0,72 £ 2,06 1,04 + 7,40
Manganés 4,23 +10,34 1,80 £ 6,48
Zinco 0,67 £7,02 1,11 + 0,57

Os minerais mais abundantes encontrados tanto nas cascas quanto nos
carocos foram o calcio e o magnésio. A ingestao de calcio recomendada pela OMS
varia entre 1.000 e 1.400 mg por dia. A OMS e a ANVISA recomendam a ingestédo de
260 mg/dia de magnésio. Este fato € interessante, pois a polpa do fruto possui teor
elevado de ambos minerais. O estudo aponta que as cascas e 0s caro¢os também
podem ser fonte promissora de minerais, principalmente de calcio.

Outros residuos séo citados na literatura como fontes promissoras de minerais,
como no estudo de Marques et al. (2010) em que analisaram minerais presentes na
casca de manga da variedade Tommy (Mangifera indica L), detectando elevado teor
de calcio (74,06 mg/g), e um resultado similar ao obtido neste estudo para o contetudo
de magnésio (22,38 mg/g). Nwaokobia et al. (2018) analisaram a polpa e a semente
de abacate e encontraram conteudo inferior de célcio nos carocgos (36,78 + 0,03)
quando comparado a este estudo. O conteudo de calcio é maior nos carogos, tanto

no estudo citado, quanto nos dados revelados nesta pesquisa.
5.4 COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS

Nos extratos da casca foi detectada maior quantidade de acido palmitico, um
acido graxo saturado com 16 carbonos. De acordo com Santos et al. (2013), o acido
palmitico geralmente é o mais abundante nos alimentos. Os acidos graxos saturados
tém influéncia no aumento do colesterol sanguineo, excecéo para o acido estearico,
considerado com acéo neutra, porque ele € convertido em acido oleico (MOREIRA;
CURI e MANCINI FILHO, 2002). Isso acontece devido a réapida desidrogenacgéo
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catalisada por enzimas dessaturases, convertendo o 4cido esteérico em &cido oleico.
Os extratos etandlicos dos carocos e das cascas exibiram maior quantidade de acido

estedrico do que os extratos hexanicos, como pode ser observado na tabela 9.

Tabela 9 - Composicao de 4cidos graxos dos extratos hexanicos e etandlicos das
cascas e carocos de abacate.

Acidos graxos (%)

14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
Extratos (Miristico) (Palmitico) (Palmitoleico) (Esteéarico) (Oleico) (Linoleico) (Linolénico)
CRC-H 0,7 23,0 2,9 4.1 17,3 34,8 3,0
CRC-ET 1,5 22,2 3,2 14,7 16,2 27,4 1,6
CSC-H 0,7 42,5 2,7 7,0 18,2 4,5 1,0
CSC-ET 1,7 47,9 1,8 22,2 2,5 0,7 0.4

Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa para determinar o perfil
de acidos graxos. O extrato hexanico e etandlico do caroco apresentaram maior
porcentagem de &cido linoleico (18:2) (dmega 6), como observado no quadro 2. Os
valores foram superiores ao encontrado no azeite de oliva e em estudos com outras
variedades de abacate, como o de Tango et al. (2004), que pesquisaram variedades
diferentes de abacate relatando teores inferiores de acido linoleico variando de 9,3%
a 21,2%. Salgado et al. (2008) e Almeida et al. (2018) estudaram a polpa de
variedades de abacates e encontraram quantidades inferiores de &cido linoleico 14,9
e 14,8% respectivamente, ou seja, quase a metade da quantidade encontrada nos
extratos CRC-H e CRC-ET.

O teor de &cido linoleico dos extratos deste estudo foi maior do que o valor
relatado por estudos coletados na bibliografia (tabela 10). E inclusive maior do que a
guantidade encontrada por Monterroza (2014) e por Méndez-Zufiga (2019) em
variedades diferentes de Persea americana. O acido linoleico possui 18 carbonos e
duas ligagBes duplas e é considerado essencial, pois ndo € produzido pelo organismo,

portanto, € necessario adquiri-lo por meio da alimentacao.
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Quadro 2 - Estrutura dos acidos graxos encontrados nos extratos.

Palmitico W
OH
Palmitoleico o

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Esteérico 0
OH
Oleico 0
M

Linoleico 0
WM

OH

Linolénico O

Marangoni et al. (2019) relataram a importancia do acido graxo linoleico no
desenvolvimento fetal e infantil, pois é percursor do acido araquidénico e desempenha
papel fundamental quanto as funcfes neurais e ao crescimento infantil. Os autores
também mencionam os efeitos positivos na diminuicdo de riscos de desenvolvimento

de doencas cardiacas e efeitos benéficos com relacéo a processos inflamatérios.



52

Tabela 10 - Contetudo de acido graxo encontrados em outros vegetais.

Fonte 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 Referéncia
(Palmitico) (Palmitoleico) (Esteérico) (Oleico) (Linoleico)
Persea americana  15,51+0,03 9,69+0,02 1,81+0,01 57,3+0,02 14,2+0,02 Monterroza
var. Hass et al. (2014)
P.americana var. 14,69-22,68 0,23 -3,64 0,18 -0,07 74,19-56,58 16,85 -5,62 Méndez-
Drymifolia Zudiga et al.
(2019)
Oleo de soja 4,6-10,5 0,0-0,1 4,4-3,1 68,9-22,6 51,0-11,9 Raatz et al.
(2018)
Oleo de Canola 3,6-4,3 0,2-0,2 2,1-2,0 71,8-61,7 19,0-13,4 Raatz et al.
(2018)
Oleos de Girassol 6,2 0,2 2,8 28,0 62,2 Orsavova et
al. (2015)
Oleos de Améndoa 6,8 0,53 2,3 67,2 22,8 Orsavova et
al. (2015)
Oleo de Oliva 16,5 1,8 2,3 66,4 16,4 Orsavova et
al. (2015)
Oleo de chia 7,04 0,03 2,84 7,30 18,89 Nitrayova et
al. (2014)
Oleo de linho 6,14 0,05 4,23 22,43 14,47 Nitrayova et
al. (2014)
Oleo de girassol 5,2610,04 - 2,38+0,10 28,78+0,10  51,49+0,13 Ghosh et al.
(2018)
Oleo de gergelim  10,76x0,12 - 5,85+0,03  41,54+0,22  38,42+0,18 Ghosh et al.
(2018)

Todos os extratos apresentaram teores de 4cidos graxos promissores, uma vez

gue se tratam de residuos, podendo ser utilizados como alternativa para a obtencéo

de alguns acidos graxos importantes para a alimentacdo humana.

5.5 PERFIL POR INFRAVERMELHO

As andlises por infravermelho e ressonancia magnética nuclear foram

conduzidas com o intuito de se obter um perfil dos extratos como um todo. Os

espectros no infravermelho apresentaram picos de absorgcéo em regides semelhantes

em todos os extratos. Os grupos funcionais associados a essas regides sao

caracteristicos de acidos graxos (Figura 12) presentes no extrato na forma saturada

Ou insaturada.
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Figura 12 - Espectro no infravermelho
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Os extratos hexanicos e etandlicos dos carogcos e das cascas apresentaram
bandas caracteristicas de grupos éster, acidos carboxilicos, carbonila de acidos e
grupos alifaticos tipicas de acidos graxos. Bandas de ligacédo dupla (1667-1640 cm™)
corroboram com a presenca de acidos graxos insaturados (oleico, linoleico e
linolénico), que podem gerar efeitos benéficos a saude (SILVERSTEIN; BASSLER e
MORRILL, 1991).

5.6 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros dos extratos obtidos por RMN de 'H a 400 MHz (Figura 13) foram
comparados aos espectros da literatura e aos espectros tracados com base no perfil
lipidico. A Tabela 11 mostra o deslocamento quimico bem como a multiplicidade de
sinais presentes nos extratos. Sunday et al. (2019) e Cai et al. (2016) também
utilizaram a metodologia de RMN para descrever a composicdo de acido graxos em
plantas e em animal respectivamente. Vlahov, Chepkwony e Ndalut (2002) utilizaram
a técnica de RMN para caracterizar 6leo de semente de moringa, método se mostrou

eficaz, capaz de mostrar os sinais quimicos correspondentes aos acidos graxos.
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Figura 13 - Espectros de RMN de 'H dos extratos hexanicos e etandlicos
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Espectro de RMN de *H (A) do extrato hexanico do caroco; (B) do extrato hexanico da

casca; (C) do extrato etandlico do carogo e (D) do extrato etandlico da casca.
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Os espectros de RMN de H (400 MHz) dos extratos hexanicos e etandlicos
mostraram-se bastante semelhantes, com um sinal intenso em 61,3 ppm e sinais em
o1 0,9 e 2,2 ppm, tipicos de acidos graxos de cadeia longa. O sinal predominante em
oH 1,3 ppm refere-se a atomos de hidrogénio de carbono metilénico (CH2) das cadeias
carbdnicas de &cidos graxos. Sinais na regido entre o 5-6 ppm, sdo tipicos de
hidrogénios olefinicos, corroboram com a presenca de &cidos graxos insaturados
(SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 1991), conforme indicado nas analises por
cromatografia gasosa (pag 45).

Nos espectros de RMN de 'H dos extratos CRC-H e CSC-H nota-se a presenca
de sinais pouco intenso na regido entre &+ 7-8 ppm, que podem estar relacionados a
presenca de grupos fendlicos, ja que esta regido é tipica de atomos de hidrogénio
aromaticos. A tabela 11 apresenta os sinais dos acidos graxos simulados no software
ChembDraw Ultra 12.0, com finalidade de comparéa-los com os sinais dos espectros de
RMN de 'H dos extratos.

Tabela 11 - Sinais dos &cidos graxos simulados

Sinal & (ppm) 18:1 18:2 18:3 14:0 16:0 18:0
1 5,6-5,4 m m m - - -
2 2,8-2,7 - t - - - -
3 2,6-2,5 - - m - - -
4 2,2-2,4 t t t t t t
5 2,1 - m - - - -
6 1,4-1,5 m m m m m m
7 1,3 S S S - - -
8 1,1-1,2 S - t ] S S
9 0,9 m m - m m

Sinal: m= multipleto, s=simpleto, d=dupleto e t=tripleto.

5.7 PERFIL POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O perfil metabdlico (Figura 14) das cascas de abacate mostrou-se mais
complexo do que o dos carogos, com maior numero de picos na regido entre 12 e 20
min. O extrato dos carocos pode ser diferenciado das cascas por um pico
caracteristico com tempo de retencéo (TR) em 16 min.
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Figura 14 - Perfil por HPLC dos extratos etanolicos
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Raju et al. (2014) analisando o perfil de catequina e epicatequina em chocolates
em condi¢cdes semelhantes as deste estudo, porém, com solventes diferentes (acido
fosférico e acetonitrila), detectaram um pico com TR 16,2 min correspondente a
catequina. Portanto, o pico de retencédo apresentado neste estudo mais evidente no
extrato etanolico do caroco (CRC-ET), poderia corresponder a catequina, uma vez
que existe relato na literatura (RENGIFO et al., 2015) citando a presenga de catequina
em espécies de P. americana.

5.8 DETECQAO DE ALCALOIDE POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA
(CCD) (DRAGENDORFF)

A reacao de Dragendorff com alcaloide ocorre com a formacao de produtos de
cor amarelo alaranjado que podem ser visualizados por CCD. Os alcaloides séo
substancias nitrogenadas divididas em varias classes, mas nesse ensaio ndo €
possivel definir a classe dos compostos, sendo utilizada somente para identificar
auséncia ou presenca. Estes compostos possuem caracteristica basica (alcalina) e a
reacdo ocorre em meio acido com a ligacéo covalente de ions metélicos de potassio
com o atomo de nitrogénio (PARBUNTARI et al., 2018).

Os extratos foram aplicados na placa e eluidos com dois eluentes, acetato e
metanol 7: 3 (A) e MeOH e cloroférmio 1:1 (B). Em seguida foi borrifada a solucéo de
Dragendorff, sendo possivel visualizar (Figura 15) as manchas com cores alaranjadas
formadas pelo precipitado oriundo da reacdo mostrando ser positivo para a presenca
de alcaloides.
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Figura 15 - Deteccéo de alcaloide com reagente de Dragendorff

As setas indicam manchas alaranjadas sendo positivo para presenca de
alcaloides.

Tanto na placa A quanto na B foi possivel verificar o teste positivo para
alcaloides, entretanto, a placa A apresenta uma visualizagdo menos nitida quando
comparada com a B. O extrato CSC-ET apresentou uma mancha discreta
amarela/laranjada na placa A.

As plantas produzem alcaloides como mecanismo de defesa e, portanto, sdo
considerados metabdlitos secundarios. Alcaloides sdo citados muitas vezes como
substancias téxicas e alucindgenas. Talabi et al. (2016) citaram a presenca de
alcaloide e taninos em sementes P. americana, como fatores antinutricionais. Essa
relacdo ocorre porque o alcaloide pode formar complexos ocasionando interferéncia
na absor¢&o de nutrientes. Por outro lado, muitos alcaloides séo usados pela industria
farmacéutica. A morfina é um exemplo de alcaloide que deu origem a um
medicamento amplamente conhecido e utilizado principalmente em pacientes com
cancer (HUGHES e SHANKS, 2001). Estudos destacaram a presenca de alcaloides
como isoquinolina em plantas da familia Lauraceae, a mesma familia do abacate
(CUSTODIO e VEIGA JUNIOR, 2014).

A galantamina € um alcaloide isolado de plantas que possui atividade
antiacetilcolinesterasica sendo utilizada no tratamento da doenca de Alzheimer
(MELO e COSTA, 2005). Osuntokun et al. (2017) também mencionaram a presenca
de alcaloides em subprodutos do abacate, o 6leo essencial. Silva (2011) verificou a
presenca de alcaloides em Senna multijuga (Rich.) relacionada com a atividade

anticolinesterasica.
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5.9 DETECCAO DE FLAVONOIDES EM CROMATOGRAFIA DE CAMADA
DELGADA (NP/PEG)

Apbs eluir a placa com os extratos CRC-H, CRC-ET, CSC-H e CSC-ET foi
borrifado o reagente revelador NP/PEG e a placa foi visualizada em UV 365 nm. O
extrato etandlico das cascas CSC-ET (Figura 16) apresentou uma mancha com
fluorescéncia alaranjada (flavonoides) e o extrato etandlico do caroco CRC-ET
apresentou fluorescéncia azul (fenois). O reagente polietilenoglicol possui a
capacidade de intensificar a fluorescéncia dos compostos quando submetidos a luz
ultravioleta e as coloracbes visualizadas dependem da estrutura do composto.
Fluorescéncia alaranjada correspondente a flavonoides glicosilados e a coloracéo
laranjada a flavonois e flavonas (WAGNER e BLADT, 1996). A florescéncia azul é
indicativa da presenca de compostos fendlicos (WAGNER e BLADT, 1996;
SIVARAMAN, 2014).

Figura 16 - Deteccéo de flavonoide por NP/PEG

CRC-H CRG-ET CSC-H CSC-ET

CRC-H: Extrato hexanico do carogo, CRC-ET: Extrato etandlico do carogo, CSC-H: Extrato
hexanico da casca e CSC-ET: Extrato etandlico da casca.

Chil-Nufiez et al. (2019) mencionaram a presenca de flavonoides em cascas e
sementes de abacate e citam também a presenca de fendlicos derivados de
catequinas. Esses compostos sdo conhecidos por serem bioativos e desempenharem
atividade antioxidante, sendo relacionados como substancias anticancer (AHMED et
al., 2016).
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5.10 IDENTIFICACAO DE TANINOS

Os extratos CRC-ET e CSC-ET foram submetidos a um teste para a
identificacdo de taninos. Os demais nao foram ensaiados devido ao rendimento
insuficiente e baixa solubilidade dos extratos hexanicos em agua.

ApoOs a adicao de cloreto férrico nos extratos foi possivel observar a coloragcéo
verde/preto (Figura 17), que indica a presenca de taninos condensaveis.

Os taninos condensados s&o proantocianidinas formadas por compostos por
unidades de flavan-3-ol ou flavan 3,4-diols encontradas em vegetais. Conferem
atividade antioxidante a alguns alimentos, por exemplo, vinhos, sucos e chas. Os
taninos também sdo apontados por conter alguns fatores antinutricionais em animais
(SCHOFIELD; PELL e MBUGUA, 2001). Apesar disso, podem ser benéficos ao
organismo.

Figura 17-Mudanca de coloragéo para identificacdo de taninos

A) Extrato CRC-ET, B) Extrato CSC-ET e C) Agua destilada

Chai et al. (2019) relatam que taninos condenséaveis isolados de Vigna
angularis (feijao azuki) possuem ac¢do anti-melanogénica atuando com a inibicdo da
tirosinase e atividade antioxidante por reduzir o radical DPPH. Chai e Yang et al.
(2019), relatou que taninos condensaveis extraidos de Clausena lansium (Lour.)
induziram apoptose em ceélulas percursoras de melanoma em camundongos e
inibiram a enzima a-glucosidase importante para diminuicdo da absorcédo da glicose.

Os taninos condensaveis (Figura 18) séo estruturas consideradas complexas e

apresentam resisténcia a reacao de hidrélise.
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Figura 18 — Estrutura genérica de taninos condensados
oH

Fonte: Carneiro,2009.

As catequinas e epicatequinas sdo mondmeros e a condensagcao desses
compostos forma os taninos condensados (EFRAIM; ALVES e JARDIM, 2011).
Portanto, esse dado corrobora com encontrado no item 3.1 relacionando o pico de
HPLC sendo uma provavel catequina detectada no extrato etandlico do caro¢co CRC-
ET, esse composto é amplamente citado na literatura com atividade antioxidante.

5.11 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A Tabela 12 apresenta os resultados dos testes antioxidantes realizados de
acordo com as metodologias previamente descritas. A atividade antioxidante pode ser
averiguada por diferentes testes e pode variar devido a diferentes solventes utilizados
para obtencéo dos extratos (FOLASADE et al., 2016).
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Tabela 12 - Ensaios antioxidantes dos extratos provenientes das cascas e carogos
de abacate

Fenolicos totais

Antioxidantes totais Poder Red. Flavonoides totais DPPH (%)

Extratos (mmol/g de acido (mgeag;(ggltlg)o g Férico (EQ quercetina /g
ascorbico) média (%) extrato)
CRG-H 770,01 £ 0,022 32,482,000  4,07+1,21% 119904 +49,39> 3589+ 1,50
CRC-ET 697,74 + 0,072 32,15+0,39%  2,38+0,24¢  640,72+9,30¢ 37,60+ 1,67°
CSC-H 669,73 £ 0,082¢ 26,33 + 0,48 4,81 +£1,372 1243,78 £ 32,332 7,77 £1,44¢
CSC-ET 630,23 + 0,04b¢ 35,40 + 0,602 1,11 + 0,25¢ 694,06 + 1,50¢ 52,20 £ 1,052

5.11.1 Antioxidantes Totais

No ensaio de atividade antioxidante total (expressa em mmol/g de &cido
ascorbico) (Rz = 0,9339), os extratos CRC-H, CRC-ET e CSC-H néo apresentaram
diferencas significativas (Figura 19). Houve diferenca significativa entre o extrato
hexanico dos carogos e o extrato etandlico das cascas, sendo esse Ultimo com menor

atividade, o que possivelmente possa estar relacionado ao efeito do solvente extrator.

Figura 19 - Atividade antioxidante total detectada para os extratos
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Salla et al. (2016) utilizaram a mesma metodologia para atividade antioxidante
dos extratos metandlico e hexanico de sementes de maméao, que também séo alvo de
descarte. A atividade antioxidante total encontrada nos extratos metanolicos destas
sementes (2485,53 £ 23,21) foi maior do que os resultados relatados para os extratos
etandlicos de carocos e cascas de abacate neste trabalho (697 + 0,072 e 630 £ 0,039).

Por outro lado, o conteudo antioxidante total encontrado para os extratos hexanicos
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pelos autores foi inferior (568,46 + 9,72) ao encontrado no presente trabalho para o
extrato hexanico dos carocos de abacate (770 + 0,024).

5.11.2 Fendlicos totais

O conteudo de fendlicos totais foi expresso em mg de acido galico/g de extrato
(R2=0,9291). O extrato etandlico das cascas apresentou resultados estatisticamente
significativos, sendo diferente de todos os demais extratos (Figura 20). Ja os extratos
CRC-H e CRC-ET, ambos oriundos dos carocos, nao apresentaram diferenca
estatistica quando comparados entre si. O extrato CSC-H apresentou diferenca

estatistica, exibindo resultado inferior quando comparado aos demais.

Figura 20 - Fendlicos totais encontrados nos extratos das cascas e carocos de

abacate
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Vinha, Moreira e Barreira (2013) relataram conteudo de fendlicos totais em
cascas e carogos de abacate que corroboram com este estudo. Apesar de o solvente
de extracdo ter agua e as variedades de abacate terem sido diferentes, a metodologia
utilizada foi a mesma (Folin-Ciocalteu). Os melhores resultados para fendlicos totais
também foram para as cascas (47,9 £ 2,7). O conteudo encontrado pelos autores foi
superior a este estudo (35,404 + 0,599), essa diferenca pode ter relacdo com a
variedade do abacate ou com o solvente extrator.

Amado et al. (2019) também avaliaram o contetdo de fendlicos totais para
extratos etandlicos de diferentes variedades de abacate, inclusive a variedade do

presente estudo (fortuna), encontrando resultados inferiores (10,71 = 0,15).
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5.11.3 Flavonoides totais

O extrato hexanico das cascas apresentou teor de flavonoides
significativamente maior do que o extrato hexanico do caroco (Figura 21). Nao houve
diferenga significativa entre os extratos etandlicos CSC-ET e CRC-ET. Apesar de 0
extrato CSC-ET apresentar fluorescéncia indicativa de flavonoides no teste NP/PEG,

nao apresentou conteudo significativo no ensaio de flavonoides totais.

Figura 21 - Flavonoides totais presentes nos extratos de cascas e carogos de
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O presente estudo corrobora com Morais et al. (2015) que determinaram o
conteudo de flavonoides totais em cascas e sementes de P. americana e também
encontraram maior atividade nas cascas in natura do fruto. Derakhshan et al. (2018)
avaliaram o teor de flavonoides totais (em mg / g de rutina) em cascas e sementes de
trés variedades de roma. O teor de flavonoides encontrado pelos autores também foi

superior nas cascas nas trés variedades avaliadas.
5.11.4 Poder redutor férrico

No ensaio de poder redutor férrico utilizou-se o acido ascérbico como padréo,
promovendo a reducédo do ion ferricianeto a ferrocianeto formando o azul de Prassia.
Os resultados (Figura 22) revelaram que ndo houve diferenca significativa entre os
extratos hexanicos e etandlicos. O extrato etandlico da casca (CSC-ET) se diferenciou
do CSC-H e do CRC-H, também foi encontrada diferenca significativa entre os extratos
CSC-H e CRG-ET.
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Figura 22 - Poder Redutor férrico encontrado nos extratos hexanicos e etanolicos
das cascas e carocos de abacate
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Amado et al. (2019) também avaliaram a presenca de redutores férricos em
extratos etandlicos de cascas e carocos de abacate. Os resultados revelaram maior
atividade (FRAP) nas cascas, assim como no presente estudo, embora o extrato seja
diferente (hexanico). Permal et al. (2020) analisaram cascas e carocos de abacate da
variedade Hass. As amostras foram previamente liofilizadas e submetidas ao ensaio
de poder redutor férrico com metodologia diferente da relatada neste estudo, no qual

a maior atividade encontrada também foi nas cascas liofilizada do fruto (13,7 £ 0,76).
5.11.5 Atividade de captura de radicais livres (DPPH)

Os extratos dos carocos tanto hexanico quanto etandlico ndo apresentaram
diferenca significativa no teste Tukey (P>0,005) (Figura 23). Ja o extrato hexanico das
cascas CSC-H apresentou inibicdo baixa quando comparado aos demais. Somente o
extrato etandlico (CSC-ET) das cascas de P. americana conseguiu atingir o 1Cso
(92,557 pg/mL), que é a capacidade necessaria de extrato para inibir de 50% dos
radicais DPPH (R2 = 0,995).
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Figura 23 - Médias dos extratos etandlicos e hexanicos referentes ao ensaio de

DPPH
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Outros autores estudaram as cascas de P. americana e submeteram ao ensaio
de DPPH. Amado et al. (2019) e Antasionas (2017) relataram melhores resultados
para cascas do abacate no ensaio de DPPH. Entretanto os autores citados utilizaram

metodologias diferentes de extracdo em comparagdo com o presente trabalho.

5.12 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os extratos foram submetidos a analise da capacidade antifungica frente o
fungo fitopatogénico A. niger. Os resultados neste ensaio sdo observados
visualmente. Os extratos hexanicos e os extratos etandlicos exibiram atividade
antifingica, como DLioo = 25 pg/mL. J& a nistatina, controle positivo utilizado,

apresentou uma inibigdo com DL1oo = 12,5 pg/mL (Figura 24).

Figura 24 - Controle negativo (meio e fungo) e controle positivo nistatina em placa de
96 pocos

Controle negativo = & & #3 % @ ‘E 5

Controle positivo

A nistatina € um farmaco ja conhecido com o principio ativo para atividade

antifingica. Nos pocos com o controle negativo foi observado, como esperado,

crescimento do fungo A. niger. Foi possivel perceber que a partir do sétimo poco 0s
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esporos fangicos tornam-se mais evidentes. Essa situacdo ndo foi observada nos
pocos contendo o controle positivo (nistatina), que s6 apresentou esporos no
penultimo poco. Na Figura 25 foram destacados 0s po¢cos com crescimento inicial dos
esporos correspondente ao fungo A.niger. Os extratos de P. americana mostraram-se
interessantes para estudos posteriores, uma vez que tratam-se de extratos nos quais
o0 principio ativo esta diluido.

Figura 25 - Atividade antifungica dos extratos.

A. niger € um fungo filamentoso conhecido por ser produzir 4cido citrico, &cidos
glucénico e fumarico que séo &cidos alimenticios. O A. niger produz esses acidos
durante o processo de fermentacdo, e por isso € um microrganismo usado na
agroindustria (SCHUSTER et al., 2002). Entretanto esse fungo é capaz de causar
contaminagcdo em uva (Vitis vinifera) induzindo a producdo de uma micotoxina,
denominada ocratoxina A, que pode provocar o apodrecimento das frutas. A
ocratoxina A é dificilmente removida durante o processamento da uva e ou seus
derivados e, se caso for ingerida, pode causar danos a saude do individuo, como:
danos hepaticos, nefropatia e cancer (HOELTZ et al., 2012).

Estudos recentes também mencionaram a capacidade antifungica (C.
gloeosporioides e M. fructicola) encontrada em extratos de carocos de abacate da
variedade breda e margarida (FAGUNDES et al., 2018). Portanto, os extratos de
cascas e carocos oriundos de P. americana podem ser uma possivel alternativa no
combate a contaminacgéo provocada por A. niger.
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5.13 ENSAIO DE INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE (AChE)

Os extratos hexanicos (CRC-H e CSC-H) e etandlicos (CRC-ET e CSC-ET)
foram submetidos ao ensaio de inibicdo de acetilcolinesterase. A analise estatistica
foi realizada por analise de variancia (ANOVA) e as diferencas das médias
apresentadas pelos extratos sdo mostradas na Tabela 13, considerando a
significancia de 95% (p<0,05).

Tabela 13 - Inibicdo da acetilcolinesterase exibida pelos extratos hexanicos e
etanolicos em comparacao com o controle positivo

Controle e extratos (%) Inibicéo
Eserina 91,5+1,62
CSC-ET 85,6 +11,1%
CRC-ET 78,0 + 6,8°
CSC-H 70,8 £ 9,7<
CRC-H 65,0 + 8,94

Dentre os extratos testados, CSC-ET apresentou a maior inibigdo da enzima
AChE e ndo apresentou diferenca significativa em relacao ao padrao eserina (p<0,05).
Observaram-se diferencas significativas entre os extratos etandlicos e hexanicos, os
primeiros apresentando maior atividade. Em geral, todos os extratos apresentaram
uma média de inibicdo acima de 50% conforme pode ser visualizado na Figura 26.
Esse resultado € promissor, pois tratam-se de extratos, em que a substancia ativa
encontra-se diluida, enquanto o controle eserina € um composto puro, com potente

atividade anticolinesterasica.

Figura 26 — Porcentagem de inibicdo de AChE promovida pelas cascas e carocos de

abacate
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Na figura 27 apresenta-se a relacéo entre o tempo de reacao e a porcentagem
de inibicdo. Por meio do grafico é possivel perceber que o padréo eserina consegue
manter inibicdo acima de 90% por mais tempo. O extrato CSC-ET, apesar de iniciar
com inibicdo acima da porcentagem estabelecida pelo padrao, vai perdendo um pouco
de sua capacidade inibidora com o passar do tempo. Os demais extratos também
mostraram atividade inicial de aproximadamente 90%, mas também n&do conseguiram
manter a alta atividade até o final das leituras.

Figura 27 — Relagéao de tempo e porcentagem de inibicdo exibidos pelos extratos
hexanicos e etandlicos
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Stasiuk et al. (2011) produziram extratos metandlicos da casca interna de
castanhas de caju e isolaram compostos para avaliar quanto a capacidade de inibir
AChE. Nesse estudo os autores encontraram acido galico, um composto fendlico, nas
peles da castanha, e atribuiram a atividade anticolinesterasica a esse composto. Na
figura 28 a presenca de compostos fendlicos foi relacionada com o ensaio de inibigdo
de acetilcolinesterase. Para o extrato CSC-ET foi observada relacdo diretamente
proporcional entre quantidade de compostos fendlicos totais e inibicdo de AChE. Tal
fato nao foi detectado para os outros extratos, sendo percebida relacdo inversa para
0s extratos hexanicos e etandlicos do carogo. Compostos fendlicos, ja conhecidos por
sua capacidade antioxidante, também estdo envolvidos com a atividade

anticolinesterasica.
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Figura 28 - Relacédo entre a inibicdo da AChE e a presenca de compostos fendlicos
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Nos testes preliminares em CCD, foi detectada a presenca alcaloides
(Dragendorff), flavonoides e fendis (NP/PEG) nos extratos. Os testes sdo qualitativos,
porém corroboram com estudos que relacionam a presenca de compostos fendlicos
com a capacidade de inibicdo de AChE. Além disso, alcaloides sdo usados em
medicamentos durante o tratamento de doencas neurodegenerativas, COmo no caso
da galatamina. A presenca de alcaloides pode estar ligada a alta capacidade de
inibicdo da AChE encontrada nos extratos.

O gréfico de componentes principais (PCA) permite uma visualizacdo mais
resumida de forma qualitativa dos resultados obtidos nos ensaios. Em analise PCA

(Figura 29), o PC1 explica melhor a técnica utilizada correspondendo a 73,76%.

Figura 29 - Grafico de componentes principais, relacionando os ensaios
antioxidantes e o ensaio de AChE
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No gréfico de PCA observou-se que o0s extratos etanélicos estdo associados a
presenca de compostos fendlicos, com ensaio de DPPH e atividade
antiacetilcolinesterasica. O extrato CSC-ET possui a associacao mais proxima com o
ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase. O extrato CRC-H esta mais
relacionado com o teor de antioxidante totais, assim como o extrato CSC-H esta
associado com FRAP e flavonoides totais. Os extratos hexanicos CRC-H e CSC-H
estdo mais distantes do ensaio de AChE e possuem menor atividade para

anticolinesterasica, observada no estudo.
5.14 ENSAIO DE NEUROPROTECAO

O efeito dos extratos nas moscas foi avaliado e os resultados foram submetidos
ao teste estatistico de normalidade Shapiro-Wilk, apresentando p<0,05 indicando que
a distribuicdo ndo € normal. Portanto seguiu-se utilizando o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis identificando diferenca significativa e posteriormente foi utilizado o teste
Dunn's que identificou diferencga significativa p<0,05 entre as amostras.

O extrato da casca néao diferiu estatisticamente (p>0,05) do controle, mostrando
gue o mesmo nao gerou toxicidade as moscas. O efeito nas moscas expostas
primeiramente ao extrato CRC-ET e depois a rotenona diferiu do controle, e também
foi diferente (p<0,05) em relagdo as mocas expostas primeiramente ao extrato das
cascas e posteriormente a rotenona (vice-versa). Esse resultado indica que o extrato
etandlico do caroco (CRC-ET) obteve melhor efeito neuroprotetor, uma vez que a
maioria das moscas expostas primeiramente ao extrato conseguiu sobrevoar
normalmente depois de ficar em contato com alimento suplementado com o composto
neurotoxico. Na figura 30 apresenta-se a quantidade de moscas que conseguiram
sobrevoar acima da metade do comprimento do tubo falcon, limite proposto no teste.

Figura 30- Resultados do teste de geotaxia negativa

b
" 101 ab
s ac ac
8
£
g 5
=
0-
N2 & A & A
0\‘ 3 qu Qs*g, e‘p foog/
3 @ 3~ <
o & > &© D
& 3 & &
Y ) (< )
& & & &
Extratos




71

A maior taxa de mortalidade durante o ensaio ocorreu com as moscas expostas
primeiramente a rotenona. Além disso, o extrato CRC-ET obteve resultado
significativo quando comparado com o controle, apresentando maior nimero de
moscas vivas e capazes de sobrevoar acima do limite determinado, 0 que sugere
maior eficiéncia do que o controle (alimento ndo suplementado com extratos ou
rotenona) (Tabela 14).

Tabela 14- Resultados em porcentagem do teste geotaxia negativa

Extratos e controle (%) Moscas
rotenona/CRC-ET 72,9b
CRC-ET/rotenona 84,7°
rotenona/CSC-ET 60,420
CSC-ET/rotenona 64,62
controle 69,420

O modelo utilizando Drosophila melanogaster também foi usado por Jiménez
et al. (2017), demonstrando capacidade neuroprotetora para o extrato metandlico de
Solanum ovalifolium. Ortega et al. (2019) testaram extratos metandlicos de cascas de
P. americana. A técnica utilizada por eles tenha sido diferente daquela utilizada neste
trabalho, pois os autores cultivaram D.melanogaster e depois os machos foram
submetidos a analise via Western Blotting. Ainda assim, aquelas analises também

comprovaram que o extrato testado tem potencial neuroprotetor.
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6. CONCLUSOES

Todos os extratos apresentaram atividade biologica, sendo os extratos etandlicos

mais promissores para extragcao de compostos bioativos.

Os extratos hexanicos e etanodlicos do caroco exibiram maior concentracdo de acido
linoleico, o que provavelmente esta associado a destacada atividade neuroprotetora
observada no respectivo extrato etanolico. Ambos extratos etandlicos das cascas e
carocos exibiram maior quantidade de acido estearico.

Os extratos da casca de abacate analisados no estudo mostraram-se mais rico em
substancias com atividade antioxidante independente do solvente extrator. O extrato
etandlico das cascas mostrou-se mais promissor para o desenvolvimento de
nutraceutico rico em compostos fendlicos, com potencial para ser utilizado em

pacientes portadores de Alzheimer.
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ANEXO A - Cromatograma (CG) do extrato hexanico do caro¢co (CRC-H)
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ANEXO B — Cromatograma (CG) do extrato etandlico do caro¢o (CRC-ET)
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ANEXO C - Cromatograma (CG) do extrato hexanico das cascas (CSC-H)
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ANEXO D - Cromatograma (CG) do extrato etandlico das cascas (CSC-ET)

88




ANEXO E - Sinais de RMN !H presentes nos espectros dos extratos

Sinal o (ppm) CRC-H CRC-ET CSC-H CSC-ET
1 7,7-7,5 - - m )
2 6,2 m - - -
3 5,9-57 - m - m
4 5,4-4,9 m m s S
5 4,4 - - m -
6 4,3-4,1 m d m

7 3,9 - m - m
8 3,8 - - - m
9 3,6 d - - -
10 3,3 - - - S
11 2,9 - t - -
12 2,8-2,7 m m - -
13 2,4 - - - m
14 2,1-2,0 - m - -
15 1,3 - t - -
16 1,2 - S - S
17 0,8-0,9 - m - m

Sinal: m= multipleto, s=simpleto, d=dupleto e t=tripleto.



