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RESUMO

MELO, B. F. Perfil quimico e avaliacdo da atividade antioxidante, antibacteriana e
moduladora do dleo fixo dos frutos de Persea americana miller (Lauraceae) do
cariri cearense. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Regional do Cariri, Crato,
2017.

Persea americana (Lauraceae) popularmente conhecida como abacateiro ¢ uma planta
frutifera, com frutos de consideravel teor nutricional, e que a polpa ¢ utilizada na extracdo
de oleo que possui bom valor comercial, e assemelhando-se ao dleo de oliva, pela
composi¢ao de seus acidos graxos, em especial pela presenca do acido oleico. Outras partes
da planta como folhas, casca dos frutos e casca do tronco, sdo utilizadas pela medicina
popular. O presente trabalho objetivou a determinagdo dos constituintes quimicos do 6leo
fixo do fruto de P. americana, assim como a avaliagdo do potencial antioxidante,
antibacteriano ¢ modulador desta espécie. Os frutos foram obtidos na CEASA do Cariri,
localizada na cidade de Barbalha — CE. Foi realizada a extragdo do o6leo (OAPS) em
extrator intermitente em refluxo tipo Soxhlet, usando hexano como solvente e também
realizada extracdo por prensagem a frio em prensa hidraulica (OAPF). Os acidos graxos
foram determinados indiretamente usando seus correspondentes ésteres metilicos. A
identificacdo dos ésteres metilicos de 4cidos graxos foi realizada em cromatégrafo gasoso
acoplado a espectrometro de massas. Foram determinados os indices de acidez,
saponificagdo e refracdo segundo metodologia oficial do Instituto Adolfo Lutz. A
capacidade antioxidante foi avaliada pelos métodos de captura dos radicais DPPH/ABTS,
pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e através da atividade quelante de
fons Fe’'. A atividade antibacteriana foi verificada pela determinagdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM) dos 6leos frente a linhagens de bactérias Gram — positivas e Gram
— negativas. Também foi analisada a eficacia dos 6leos na modulagdo da resisténcia
bacteriana frente antibidticos da classe dos aminoglicosideos e beta — lactdmicos. O indice
de acidez para OAPS e OAPF foi de 0,47 + 0,09 e 0,49 + 0,06 (g/100g) respectivamente. O
indice de saponificacdo foi de 265,12 £ 2,81 (mg KOH/kg) para OAPS ¢ 217,68 £+ 1,84 (mg
KOH/kg) para OAPF. O indice de refragdo obteve valores de 1,471 + 0,01 ¢ 1,467 £+ 0,05
(np™® ) para OAPS e OAPF respectivamente. Pelo método de captura do radical DPPH,
nenhuma das amostras avaliadas apresentou significativa capacidade antioxidante (AA <
10%), entretanto atividade significativa para ambas as amostras foi verificada via radical
ABTS", sendo que OAPS apresentou melhor desempenho (8710,08 uM trolox/g). Pelo
método de redugdo do ferro (FRAP), atividade significativa também foi observada para
ambas as amostras, sendo que OAPF apresentou melhor desempenho (60,84 pM
Fe,SO4/mg). Para o ensaio quelante, de maneira geral as amostras testadas obtiveram
resultados semelhantes, com méaximas de 20,61% = 0,76 e 18,85% = 1,52 para OAPS ¢
OAPF respectivamente. Os 6leos apresentaram atividade inibitoria frente a Staphylococcus
aureus (ATCC 12692), com CIM de 64ug/mL e 341,33ug/mL para OAPS ¢ OAPF
respectivamente. Foi observada atividade sinérgica com a amicacina frente as linhagens de
S. aureus e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442).

Descritores: Acidos graxos, atividade antioxidante, atividade antibacteriana, modulacéo,

Persea americana



ABSTRACT

MELO, B. F. Chemical profile, antioxidant, antibacterial and modulating
evaluation (in vitro) of the fixed oil of the Persea americana miller (Lauraceae) fruit
consumed in the Cariri region of Ceara. Dissertation (Masters) — Universidade
Regional do Cariri, Crato, 2017.

Persea americana (Lauraceae) popularly known as avocado is a fruit plant with fruits of
considerable nutritional content, and that pulp is used in the extraction of oil that has
good commercial value, and resembles olive oil, by the composition of its Fatty acids,
in particular the presence of oleic acid. Other part of the plant such as leaves, fruit peels
and bark of the trunk, are used by folk medicine. The objective was to determine the
chemical constituents of the fixed oil of the P. americana fruit, as well as the evaluation
of the antioxidant, antibacterial and modulating potential of this species. The fruits were
obtained from CEASA do Cariri, located in the city of Barbalha - CE. The oil extraction
(OAPS) was carried out in an intermittent Soxhlet reflux extractor, using hexane as a
solvent and also a cold press extraction in a hydraulic press (OAPF). Fatty acids were
determined indirectly using their corresponding methyl esters. The identification of the
fatty acid methyl esters was performed in a gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer. The indexes of acidity, saponification and refraction were determined
according to the official methodology of the Adolfo Lutz Institute. The antioxidant
capacity was evaluated by the DPPH / ABTS radical capture methods, by the FRAP
method (Ferric Reducing Antioxidant Power) and by the Fe® © ion chelating activity.
The antibacterial activity was verified by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) of the oils against Gram - positive and Gram - negative bacterial
strains. The effectiveness of the oils in the modulation of bacterial resistance against
aminoglycoside and beta - lactam antibiotics was also analyzed. The acid value for
OAPS and OAPF was 0.47 £ 0.09 and 0.49 + 0.06 (g / 100g), respectively. The
saponification index was 265.12 £ 2.81 (mg KOH / kg) for OAPS and 217.68 + 1.84
(mg KOH / kg) for OAPF. The refractive index obtained values of 1.471 £+ 0.01 and
1.467 £ 0.05 (nD 20) for OAPS and OAPF respectively. By the DPPH radical capture
method, none of the samples evaluated had a significant antioxidant capacity (AA
<10%), however significant activity for both samples was verified by ABTS. + Radical,
with OAPS presenting better performance (8710,08 puM trolox / G). By the iron
reduction method (FRAP), significant activity for both samples was observed, and
OAPF presented better performance (60.84 pM Fe2SO4 / mg). For the chelating assay,
in general the tested samples obtained similar results, with maximum of 20.61% =+ 0.76
and 18.85% =+ 1.52 for OAPS and OAPF respectively. The oils presented inhibitory
activity against Staphylococcus aureus (ATCC 12692), with MIC of 64pg / mL and
341,33pg / mL for OAPS and OAPF, respectively. Synergistic activity was observed
with amicacin against S. aureus and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) strains.

Descriptors: Fatty acids, antioxidant activity, antibacterial activity, modulation, Persea

americana
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1. INTRODUCAO

Os alimentos s@o fontes de nutrientes indispensaveis ao funcionamento adequado
das mais diversas fungdes organicas essenciais a vida. Entretanto, a relagdo entre o homem e
o alimento vem sendo modificada ao longo do tempo, evidenciando-se que esta pratica ndo
visa apenas nutrir o corpo, € apresenta uma constru¢ao complexa intimamente ligada a fatores

historicos, sociais, familiares e até mesmo religiosos (MATURANA, 2010).

Somente a partir do século XX iniciaram-se os estudos acerca das propriedades
medicinais de compostos presentes nos alimentos. Entretanto hd 2500 anos o filosofo
Hipocrates ja correlacionava a alimentacdo com a promog¢ao da saude e bem estar ao dizer:
"Deixe o alimento ser teu remédio e o remédio ser teu alimento" (BRAGA; BARLETA,
2007).

Apesar de sua natureza multiconceitual, um antioxidante pode ser definido como
uma substancia que, quando presente mesmo em pequenas concentragdes em relagdo a um
substrato, ¢ capaz de retardar ou mesmo inibir consideravelmente a oxidacdo desse substrato

(ROCHA et al., 2012).

A produgdo de espécies reativas de oxigénio, de nitrogénio, entre outras espécies
reativas, € Inerente ao metabolismo humano sendo observada em diversas condi¢Oes
fisiologicas, entretanto nos quadros de producdo exacerbada ou ineficiéncia do sistema
antioxidante protetor, temos o chamado estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007). O
grande numero de evidéncias que apontam para uma correlagdo entre o estresse oxidativo e o
desenvolvimento de varias doengas e desordens, vem despertando o interesse dos cientistas
para a importincia da atuacdo de substancias antioxidantes, sobretudo os antioxidantes
naturais (NIKI, 2010).

Infeccdes bacterianas estdo constantemente no enfoque da satde publica, sendo
frequentemente relatados casos envolvendo microrganismos como Pseudomonas aeruginosa,
um importante patégeno humano, invasivo e toxigénico, considerado a principal causa de
infeccdes hospitalares entre os bacilos Gram-negativos, acometendo principalmente, pacientes
imunossuprimidos (FERREIRA; LALA, 2010).

A bactéria Gram — positiva Staphylococcus aureus, considerada parte da flora natural
do ser humano, em algumas condi¢cdes pode tornar-se patogénica e causar uma ampla
variedade de infecgdes, sendo tal episddio desencadeado pela ruptura da barreira cutanea ou

queda da imunidade (SALES; SILVA, 2012).
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Além do quadro infeccioso, um grave problema evidente, deve-se a resisténcia dos
microrganismos patogénicos que tem aumentado principalmente em decorréncia do uso
indiscriminado de antimicrobianos, atraindo a comunidade cientifica & procura de novas
drogas de origem natural ou sintética (LOBO et al., 2015).

O abacateiro (Persea americana) ¢ uma planta frutifera, da familia Lauraceae, que
compreende cerca de 50 géneros diferentes. Originario da América do Sul ¢ cultivado em
quase todo territdrio brasileiro, destacando-se o estado de Sao Paulo como principal produtor
(FERRARI, 2015).

O oleo de abacate possui bom valor comercial, e assemelha-se ao 6leo de oliva, tanto
no que se refere ao processo de extragdo como pela similaridade de suas propriedades fisico-
quimicas, principalmente pela composicdo de seus acidos graxos, predominando em ambos o
acido oleico. Porém, sua producdo mundial ¢ pequena, sendo usado principalmente pelas
industrias farmacéuticas e de cosméticos (TANGO; CARVALHO; SOARES, 2004).

Diante do contexto deste trabalho, objetivou-se a determinacdo dos constituintes
quimicos do 6leo fixo do fruto de Persea americana, assim como a avaliagdo do potencial

antioxidante, antibacteriano e modulador desta espécie.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Obter o perfil quimico do o6leo fixo dos frutos de Persea americana, bem como verificar

suas atividades antioxidante, antibacteriana € moduladora.
2.2 Objetivos especificos

» Extrair o 6leo fixo do mesocarpo do fruto de Persea americana por diferentes
metodologias.

» Analisar as propriedades fisicas e quimicas dos 6leos.

» Comparar a composicao de acidos graxos dos oleos.

» Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos 6leos pelos métodos do DPPH,

-+
ABTS , FRAP ¢ Quelante de Fe *".

» Verificar a Concentrag@o Inibitoéria Minima (CIM) dos 6leos frente a linhagens de
bactérias Gram — positivas e Gram — negativas.
» Analisar a eficacia dos 6leos na modulacdo da resisténcia bacteriana frente

antibidticos da classe dos aminoglicosideos e beta — lactdmicos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimentos funcionais e nutracéuticos

Seguramente, tdo antiga quanto a historia da propria humanidade, configura-se a
utilizagdo de recursos naturais no tratamento dos mais variados tipos de enfermidades. O
processo de evolucdo dessa atividade de cura, tida em algumas culturas como uma “arte”,
ocorreu de modo experimental, empirico, a partir das observacdes de erros e acertos na
manipulag¢do de materiais, em sua maioria, de origem vegetal (PORTO; SILVA, 2012).

Estudos sobre a medicina popular vém despertando aten¢do cada vez maior devido ao
arsenal de informagdes e esclarecimentos que vem sendo oferecido a Ciéncia. Esse fenomeno
tem propiciado um uso sistematico e crescente de artigos de origem natural na profilaxia e
tratamento das doengas, juntamente com a terapéutica convencional (FRANCA et al., 2008).

Dentro do contexto preventivo, os alimentos vém ganhando grande destaque, através
da correlagdo de que para uma vida mais saudavel € necessario, dentre alguns fatores, uma
alimentagdo rica em produtos naturais, sendo que esse habito esta cada vez mais associado a
prevencao de doengas cronicas, como diabetes, hipertensdo e aterosclerose, que diminuem a
expectativa de vida e aumentam os gastos publicos com interna¢des e outros recursos
terapéuticos que poderiam ser evitados (BARCAROL et al., 2012).

O despertar para essa nova abordagem alimentar, fez com que surgissem novas
categorizagdes, entre estas estdo os chamados alimentos funcionais e os nutracéuticos. O
termo alimento funcional foi primeiramente introduzido no Japao, na década de 80 por meio
de programa governamental fazendo referéncia a alimentos que auxiliam fungdes especificas
do corpo (ZEIRAK et al., 2010). Em seguida, este conceito passou a ser discutido em outros
paises e, em 1995, o ILSI (International Life Science Institute) apresentou a primeira
definicdo para estes alimentos que foi aceita mundialmente (COZZOLINO, 2012).

Um alimento para ser considerado funcional deve apresentar propriedades que vao
além da nutricional e sensorial, agindo sobre algum sistema fisiologico promovendo
beneficios a saude do consumidor. Comumente este termo vem sendo utilizado como
sinbnimo de nutracéutico, entretanto algumas distingdes devem ser consideradas,
primordialmente o fato de que os alimentos funcionais devem se apresentar na forma

convencional e consumidos na dieta usual, enquanto os nutracéuticos sdo alimentos, ou partes
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de alimentos incluindo nutrientes isolados, alimentos processados e até mesmo suplementos
alimentares fabricados nas mais diversas formas como tabletes, farinha, géis ou capsulas e que
fornecam vitaminas, minerais, ervas ou outra substancia dietética (MORAES; COLLA, 2006).

Os nutracéuticos podem ser classificados como fibras dietéticas, acidos graxos
poliinsaturados, proteinas, peptidios, aminodcidos ou cetoacidos, minerais, vitaminas
antioxidantes e outros antioxidantes (glutationa, selénio) (ANDLAUER; FURST, 2002).

Na literatura encontram-se varios relatos da eficacia dos alimentos funcionais,
nutracéuticos. Porém algumas dificuldades sdo inerentes as pesquisas nessa area, que apesar
de promissora, ainda ndo pdde obter carater totalmente conclusivo. Pode-se citar inicialmente
as concentragdes, muitas vezes insignificantes, das substancias bioativas presentes no
alimento. Outro fator importante ¢ a biodisponibilidade desses componentes, passivel de
interferéncias ambientais diversas assim como durante a etapa de processamento ¢ os efeitos
toxicos que ndo podem ser descartados quando em dosagens elevadas (COZZOLINO, 2012;
BRAGA; BARLETA, 2007).

3.2 Oleos vegetais como fontes de acidos graxos

Oleos e gorduras sdo substincias de origem vegetal, animal ou mesmo microbiana,
insoliveis em agua e soliveis em solventes organicos. Sdo constituidos predominantemente
de substincias conhecidas como triglicerideos, que sdo formadas a partir da ligagdo de trés
moléculas de acidos graxos (acidos carboxilicos de cadeia longa) a uma molécula de glicerol.
Os acidos graxos diferem entre si pelo tamanho da cadeia carbdnica, nimero e orientagdo das
ligagdes duplas (AZEVEDO-MELEIRO; GONCALVES, 2005).

Devido aos seus altos pontos de ebulicdo e baixas tensdes de vapor ndo ¢ possivel separar
estas substancias por destilacdo simples sem se decomporem, nem sao destilaveis pelo vapor
de agua (como acontece com os Oleos essenciais), sendo esta propriedade o qualitativo que
embasa a nomenclatura de "6leos fixos" que lhes ¢ muitas vezes atribuida (BRUNETON,
1995).

Os oleos vegetais mais comuns possuem de 14 a 22 carbonos e podem ser saturados ou
insaturados, com 1 a 3 liga¢des insaturadas. Se as liga¢des duplas da cadeia sdo separadas por
no minimo dois atomos de carbono, as duplas ligagdes sdo chamadas de isoladas. Se ligagdes
simples e duplas se alternam, sdo chamadas de conjugadas (NICOLAU; MARIATH;
SAMIOS, 2009).
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A distribuicao dos acidos graxos conferem diferentes propriedades fisicas e quimicas aos
oleos vegetais e aos produtos deles provenientes. Um dos pardmetros que mais afetam as
propriedades dos oOleos estd relacionado ao grau de instauracdo dos acidos graxos
constituintes. O Quadro 1 apresenta a composicdo quimica de alguns oOleos vegetais em

porcentagem de acido graxo (SAMIOS et al., 2009).

Quadro 1: Composicdo quimica de alguns 6leos vegetais em porcentagem de acido graxo

Acido graxo Origem vegetal
()
Soja Girassol Linhaga Oliva Canola

Acido palmitico 11,0 6,0 5,0 13,7 4,1
Acido estearico 4.0 4.0 4.0 2,5 1,8

Acido oleico 23,4 42,0 22,0 71,1 60,9
Acido linoleico 53,3 47,0 17,0 10,0 21,0
Acido linolénico 7,8 1,0 52,0 0,6 8,8

Fonte: (SAMIOS et al., 2009).

3.3 Biossintese de acidos graxos

A Dbiossintese e a degradacao dos acidos graxos ocorrem por meio de diferentes vias, sdo
catalisadas por diferentes grupos de enzimas ¢ localizam-se em compartimentos distintos na
célula. Além disso, a biossintese requer a participacdo de um intermediario de trés carbonos, a
malonil-CoA, sendo que a formacao desse intermediario a partir de acetil-CoA é um processo
irreversivel, catalisado pela acetil-CoA-carboxilase (LEHNINGER, 2000).

Em todos os organismos, as longas cadeias de carbono dos acidos graxos sdo construidas
por uma sequéncia de reagdes repetitivas, em quatro etapas catalisadas por um complexo
enzimatico coletivamente conhecido como 4cido graxo-sintase. Um grupamento acila
saturado, produzido em cada séric de reacdes, torna-se o substrato da condensacdo
subsequente com um grupo malonila ativado. Em cada uma das passagens pelo ciclo, a cadeia
aumenta em dois carbonos (SIMOES, 1999). O palmitato, produto principal do sistema da
acido graxo--sintase nas células animais, ¢ o precursor de outros acidos graxos de cadeia

longa pois pode ser alongado a estearato, com 18 carbonos (Figura 1, p.19). Palmitato e
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estearato podem ser dessaturados, gerando palmitoleato e oleato, respectivamente, pela acao
de oxidases de fun¢ao mista (LEHNINGER, 2000).

Os hepatécitos dos mamiferos podem facilmente introduzir ligagdo dupla na posicio A’
dos acidos graxos, mas ndo podem introduzir ligagdes duplas adicionais entre C-10 e a
extremidade metila. Assim sendo, os mamiferos ndo podem sintetizar linoleato, 18:2 (A*'%),

ou a-linolenato, 18:3 ( A%1215

). No entanto, os vegetais podem sintetizar ambos; pois os acidos
graxos poli-insaturados ajudam a garantir a fluidez da membrana em temperaturas reduzidas

(ALBERTS, 2010).

Palmitato

16:0

DESS&!UF&QEO
Alongamento
Palmitoleato
4 16:1(A9)

Estearato

18:0

Alongamento
Dessaturacao

Acidos graxos

v
Oleate csjaguradt?slde
18:1(A%) cadeia mais longa
DessaturagaoV
(Apenasem
plantas)
v
Linoleato
182(A%'?)
Dessaturacao / Dessaturagio
(Apenas e;n/
platas y-Linolenato
V4 18:3(A6912)
a-Linolenato lAIongamento
18:3(A%1215) . :
Eicosatrienoato
20:3(&3,1 1,14)
lDessaturagéo
QOutros acidos graxos Araquidonato
poli-insaturados 20:4(A%81114)

Figura 1. Vias de sintese de acidos graxos de cadeia longa.
Fonte: (LEHNINGER, 2000).
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3.4 Propriedades biologicas dos acidos graxos

As refeicOes baseadas em o6leo de peixes, oliva, girassol, milho, soja, canola, entre outros,
tém sido largamente estudadas, ¢ demonstram forte influéncia sobre o perfil lipidico
reduzindo os niveis de colesterol total, de triglicerideos ¢ de LDL (Low Density Lipoproteins),
sem alterar a fragdo HDL (High-DensityLipoprotein), ¢ por consequéncia apresentando efeitos
protetores contra diversos estados patoldgicos, principalmente nas doengas cardiovasculares.
Os mecanismos responsaveis por esta agdo protetora se relacionam ao tipo de acido graxo
contido nestes 6leos, particularmente os acidos graxos das séries mono e poli-insaturados

(COUTO; WICHMANN, 2011; SOARES; ITO, 2000).

Os acidos graxos poli — insaturados, destacando as séries 6mega 3 e 6, sdo encontrados em
peixes de agua fria (salmao, atum, sardinha, bacalhau), 6leos vegetais, sementes de linhaga,

nozes e alguns tipos de vegetais (GRACA; MATEUS; LIMA, 2013).

Os principais acidos graxos da familia o6mega 3 sdo o alfa-linolénico (C18:3), o
eicosapentandico-EPA (C20:5) e o docasahexandico-DHA (C22:6). Os acidos graxos da
familia 6mega 6 mais importantes s@o o linoléico (C18:2) e o araquidonico (C20:4)
(PIMENTEL, et al, 2005). Os acidos graxos 6mega 3 desempenham papel de grade
importancia para os recém-nascidos por representarem um terco da estrutura de lipideos no
cérebro e caréncias destas substidncias podem ocasionar reducdo da produgdo de enzimas
relacionadas as func¢des do aprendizado. O suprimento adequado de DHA na alimentacdo dos

bebés ¢ fundamental para o desenvolvimento da retina (TINOCO et al., 2007).

No estudo realizado por Kurushima, et al. (1995), os efeitos da adi¢do de colesterol e
acidos graxos na dieta de cobaias hamsters foram avaliados, onde os animais foram
alimentados por quatro semanas com dietas padrdo adicionadas de colesterol e 4cido oleico ou
palmitico. A adicdo de 5% de acido oleico a dieta com 0,1% de colesterol apresentou
diminui¢do dos niveis de colesterol total, LDL ¢ VDL. Foi atribuida que a a¢do do acido
oleico deve-se ao aumento da atividade do receptor hepatico da LDL, enquanto o acido

palmitico apresentou efeito inverso.

As variedades de azeitonas mais comuns destinadas a extragdo do azeite, possuem até
80% em acido oleico (C:18:1; ®9), e quantidades razoaveis de acidos graxos considerados

essenciais (MELLO; PINHEIRO, 2012). Uma fonte alimentar menos divulgada de éacido
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oleico € o abacate, fruto que, apesar de comum no Brasil, € de consumo discriminado pelo seu

alto valor energético proveniente da sua por¢do lipidica (SOARES; ITO, 2000).

3.5 Abacate - Persea americana Miller (Lauraceae)

A familia Lauraceae ¢ composta de 52 géneros e cerca de 3000 espécies, muitas vindas
das regides tropicais e subtropicais quentes. Dentre as espécies incluidas nessa familia, a
grande maioria ¢ lenhosa e sdo encontradas nas florestas centro e sul-americanas (BATISTA
et al., 2010). A maioria das espécies desta familia possui importincia economica por sua
madeira, 6leos essenciais e frutos comestiveis, neste ultimo caso destacando-se a espécie
Persea americana, que possui como fruto o abacate (MARANHO; PREUSSLER; ROCHA,
2009).

O abacateiro (Persea americana Mill.) é uma espécie arbdrea, produtora de uma
importante fruta tropical originaria da América Central e no sul do México, e cultivada em
quase todas as regides tropicais e subtropicais do mundo (KATE; LUCKY, 2009). Com base
em evidéncias arqueoldgicas encontradas em Tehuacan, Puebla (México), acredita-se que
tenha surgido ha aproximadamente 12 mil anos (YAHIA; WOOLF, 2011).

O México é o maior produtor mundial, com 1.124.565 toneladas, seguido do Chile com
368.568 toneladas O Brasil ocupa a sexta posi¢do, com 166 mil toneladas, com sua producao
concentrada principalmente na regido sudeste, onde o Estado de Sdo Paulo apresenta
aproximadamente 41% da producdo nacional, seguido de Minas Gerais, com 16% da
produgdo (SILVA et al., 2014).

As cultivares existentes apresentam frutos com os mais variados tamanhos e pesos, € com
diferentes proporgdes de casca, polpa e semente assim como frutos de diferentes cultivares
diferem em teor de umidade e 6leo, podendo apresentar de menos de 5% a mais de 30% de
6leo. No mercado interno, as cultivares mais comercializadas sdo ‘Simmonds’, ‘Barbieri’,
‘Collison’, ‘Quintal’, ‘Fortuna’, ‘Breda’, ‘Reis’, ‘Solano’, ‘Imperador’, ‘Ouro Verde’,
‘Campinas’ ‘Geada’ e ‘Margarida’ (LEONEL; SAMPAIO, 2008; MARQUES, 2001).

Além do seu valor nutricional o abacate tem sido aproveitado para outras aplicacdes: da
polpa obtém-se 6leo o qual em sua composi¢do predomina o acido oleico; da semente produz-
se uma tinta castanho-arroxeada; e outras partes da planta como folhas, casca dos frutos e

casca do tronco, sdo utilizadas pela medicina popular (OLIVEIRA; SANTOS, 2016).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Os frutos para este estudo foram obtidos na CEASA do Cariri, localizada na cidade de
Barbalha — CE. Foram escolhidos 25 frutos do cultivar Fortuna, provenientes do estado de
Minas Gerais, e transportados para o Laboratoério de Pesquisa de Produtos Naturais —
LPPN, onde foram realizadas as analises. Os frutos ainda se apresentavam firmes, sendo
armazenados a temperatura ambiente, até atingirem seu completo estdgio de maturacdo

(apresentando consisténcia macia).
4.2 Métodos de extracao do oleo de Persea americana

4.2.1 Extracao com Soxhlet

O mesocarpo do fruto foi previamente seco em estufa a 60°C por 12 horas. Em
seguida, realizada extragdo em extrator intermitente em refluxo tipo Soxhlet por 3 horas,

usando hexano como solvente. Apos a eliminagdo do solvente em evaporador rotativo, o

oleo (OAPS) foi armazenado sob refrigeracao até o momento das analises.
4.2.2 Extracgdo por prensagem
O mesocarpo do fruto foi previamente liofilizado. Em seguida, realizada extracdo por

prensagem a frio em prensa hidraulica, e ap6s a mistura ser decantada e filtrada, o 6leo

(OAPF) foi armazenado sob refrigeracdo até o momento das analises.

4.3 Métodos de analise quimicos e fisico — quimicos

4.3.1 Determinacio dos acidos graxos

Os 4cidos graxos foram determinados indiretamente utilizando os seus
correspondentes ésteres metilicos. Os 6leos (0,2g / cada) foram saponificados por 1 hora
sob o refluxo com solucdo de Hidroxido de Potassio (KOH) em metanol. Apos processo de

tratamento e ajuste de pH, os acidos livres foram metilados com metanol por catalise acida
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a fim de obter os respectivos €steres metilicos, seguindo o método descrito por Hartman e
Lago (1973). Os ésteres metilicos foram entdo analisados por Cromatografia Gasosa

acoplada a Espectrometria de massas (CG/EM).

4.3.2 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas

(CG/EM)

A andlise dos constituintes fixos do OAPF e OAPS foi realizada por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG/EM) Hewlett-Packerd, modelo 5971,
usando coluna capilar ndo-polar DB-1 de silica fundida (30 m x 0,25 mm id., pelicula de
0,25 pm); carreado por gas hélio; velocidade de fluxo 0,8 mL/min e modo de divisdo. A
temperatura do injetor foi de 250°C e a do detector de 200°C. A temperatura da coluna foi
programada de 35°C para 180°C em 4°C/min em seguida 180°C para 250°C em 10
°C/min. Os espectros de massa foram gravados a partir de 30-450 m/z. Os componentes
individuais foram identificados por correspondéncia de seus espectros de massa, 70 eV,
com os da base de dados usando a biblioteca construida através do espectrometro e outros
dois computadores utilizando indices de retencdo como uma pré-selecdo (ALENCAR et
al., 1984; ALENCAR et al., 1990), bem como por comparagdo visual de fragmentacdo
padrdo com aqueles relatados na literatura (STENHAGEN, 1974; ADAMS, 2001).

4.3.3 Parametros fisico — quimicos

Os oleos (OAPS e OAPF) foram caracterizados por métodos fisico-quimicos, segundo
metodologia oficial do Instituto Adolfo Lutz. (2008), através da determinacdo dos indices
de acidez, saponificacdo e refragdo.

O indice de acidez foi expresso como o nimero de miligramas de hidroxido de sodio
necessarios para neutralizar os acidos livres por grama de amostra. Os acidos graxos livres
sdo determinados em uma solucdo de 6leo ou gordura em etanol, por titulagdo com solugdo
de hidréxido de sddio e utilizando-se fenolftaleina como indicador. Para amostras de dificil
dissolug@o em etanol, recomenda-se o uso de mistura de éter etilico:etanol (1:1). O teor de
acidos graxos livres foi calculado com base no peso molecular do acido predominante, no
caso o acido oleico.

Em um erlenmeyer de 125 mL foram pesados dois gramas da amostra, adicionados 25

mL de uma mistura neutra de éter etilico-etanol (1+1) e agitado manualmente. Em seguida
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foram adicionadas 2 gotas de solucdo etandlica a 1,0% de fenolftaleina. A titulacdo foi
feita com solucdo de NaOH 0,1 N ou 0,01N até coloragdo rosea. O teste foi realizado em

triplicata e o calculo seguiu a formula:

% acido oleico m/m = V x N x 2,82 1)
Em que:
V = numero de mL de solugdo de KOH gasto na titulagao.
N = Normalidade da solu¢do de KOH, devidamente padronizada.
P = numero de gramas da amostra.

2,82 = fator para acido oleico.

O indice de saponificacdo ¢ a quantidade de alcali necessario para saponificar uma
quantidade definida de amostra. Este método ¢ aplicavel a todos os 6leos e gorduras e
expressa o numero de miligramas de hidroxido de potéassio necessario para saponificar um
grama de amostra.

Foram pesados 2 g da amostra e adicionados 50 mL da solugdo alcoolica de KOH. Foi
preparado um branco procedendo-se ao andamento analitico, simultaneamente com a amostra.
Apb6s conectar o condensador deixou-se em fervura suave até a completa saponificacdo da
amostra (aproximadamente uma hora). Apos o resfriamento do frasco, foi adicionado 1 mL do
indicador fenolftaleina e realizada titulagdo com a solugdo de acido cloridrico 0,5 M até o

desaparecimento da cor résea. O teste foi realizado em triplicata e o calculo seguiu a formula:

indice de saponificacdo =28,05xfx(B—-A)/P ?2)
Onde,

A = volume gasto na titulacdo da amostra
B = volume gasto na titulagdo do branco
f = fator da solu¢do de HC1 0,5 M

P =n°de g da amostra

O indice de refracio ¢ caracteristico para cada tipo de 6leo, dentro de certos limites.
Este método ¢ aplicavel a todos os 6leos normais e gorduras liquidas. Para a analise deste
parametro foi utilizado o equipamento Refratometro de Abbé equipado com escala-padrdo.

Foram realizadas trés leituras a média calculada.
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4.4 Ensaios antioxidantes

4.4.1 Captura do radical livre DPPH

Este ensaio antioxidante baseia-se no principio de que o radical livre, 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH), de coloracdo violeta, aceita um elétron ou um radical hidrogénio para
tornar-se uma molécula estavel, sendo reduzido na presenca de um antioxidante e adquirindo
coloracdo amarela (MENSOR et al., 2001).

Tendo esse principio em vista, foram preparadas diferentes concentragdes dos dleos,
variando de 14 a 1400 pg/mL. A mistura de reagdo foi entdo composta a partir de uma
aliquota de 0,1 mL de cada concentragdo adicionada a 3,9 mL do radical DPPH (60 uM).
Ap6s o tempo de reagdo (ao abrigo da luz) de 30 min, as absorbancias foram lidas com auxilio
de espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado para 515 nm. Como controle
negativo foi preparado uma solucdo semelhante, utilizando-se apenas 0,1 mL de alcool
metilico com 3,9 mL do radical DPPH, e como controles positivos foram utilizados a
vitamina C (&cido ascorbico) ¢ o BHT (butil-hidroxitolueno). Utilizou-se alcool metilico
como branco para calibrar o espectrofotdmetro, o teste foi realizado em triplicata, seguido de
trés repetigoes.

A partir da solucdo inicial de DPPH (60 pM) preparou-se uma curva padrao de DPPH,
para encontrar o consumo em pM de DPPH, para em seguida, transformar para g de DPPH,
sendo este valor necessario para o calculo da ECsg, resultado que corresponde a amostra
necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical DPPH. O valor final foi
expresso em pg/mL. O método adotado foi descrito por Rufino e colaboradores (2007a).

Outra forma, também muito utilizada, de se demonstrar os resultados deste ensaio é
através da atividade antioxidante (AA), que foi expressa em porcentagem, e calculada segundo a

equagdo 3 :

AA% =100 - [(Ab.a — Ab.b) / Ab.c | x 100 A3)
Onde:

Ab.a = absorbancia da amostra, Ab. b = absorbancia do branco e Ab. ¢ = absorbancia
do controle.
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+
4.4.2 Captura do radical livre ABTS

+
Assim como o DPPH o ABTS [2,2’- azinobis - (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)] apresenta boa estabilidade em determinadas condi¢des de andlise, contudo
+
algumas diferencas sdo apontadas, como o fato do radical ABTS ser gerado através de

reagdes quimicas ou enzimaticas. Este radical apresenta coloragdo esverdeada, que decresce

de intensidade & medida que sofre reducdo pelo agente antioxidante (ARNAO, 2000).
+
A metodologia para o ensaio com ABTS foi realizada conforme descrito por Rufino

e colaboradores (2007b).0 radical é preparado a partir da reacdo da solugdo estoque de ABTS
(7 mM) com solucdo de persulfato de potassio (140 mM), incubados em temperatura
ambiente ao abrigo da luz por 16 horas. Em seguida, a solugdo contendo o radical foi diluida
em alcool etilico até se obter uma absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm em espectrofotometro
com comprimento de onda ajustado para 734 nm.

Foram preparadas diferentes concentracdes dos oleos, variando de 14 a 1400 pug/mL.

A mistura reacional foi entdo composta a partir de uma aliquota de 30pL de cada
+
concentragdo dos oleos adicionada a 3,0 mL do radical ABTS . Apds o tempo de reagdo (ao

abrigo da luz) de 06 min, as absorbancias foram lidas a 734 nm. O alcool etilico foi utilizado
como branco e o teste realizado em triplicata, seguido de trés repetigdes.
A atividade antioxidante (AA) foi expressa em pM trolox/g amostra. Como referéncia,

foi utilizado o Trolox, um antioxidante sintético analogo a vitamina E.

4.4.3 Método de reducao do ferro (FRAP)

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) aparece como uma alternativa
aplicada ndo somente para estudos da atividade antioxidante em alimentos e bebidas, mas,
também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de substincias puras, com resultados
comparaveis aqueles obtidos com outras metodologias mais complexas (PULIDO; BRAVO;
SAURA-CALIXTO, 2000).

A reacdo ocorre pela formacao de um complexo TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina)

com o Fe (IlI), de cor azul - clara. Na presenca de um antioxidante, o ferro presente ¢



27
MELO, B. F. Perfil quimico e avaliagdo da atividade antioxidante, antibacteriana...

reduzido, dando origem ao [Fe (II) (TPTZ),]*", de colocacio azul escura (RUFINO et al.,
2006).

Para a determinagdo da atividade antioxidante por meio da redugdo do ferro (FRAP)
foi utilizada a metodologia descrita Rufino e colaboradores (2006). Foram preparadas
diferentes concentragdes dos 6leos, variando de 14 a 1400 pg/mL. A mistura reacional foi
entdo composta a partir de uma aliquota de 90 pL de cada dilui¢do acrescido de 270 pL de
agua destilada, com 2,7 mL do reagente FRAP, preparado no momento da analise, obtido a
partir da combinagdo de 25 mL de tampdo acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solucao de TPTZ 10
mM e 2,5 mL de uma solugdo aquosa de cloreto férrico 20 mM.

Apds o tempo de reagdo de 30 min (ao abrigo da luz e em banho — maria a 37 °C), as
absorbancias foram lidas a 595 nm. O reagente FRAP foi utilizado como branco e o teste
realizado em triplicata, seguido de trés repeticdes. A curva de calibragao foi feita com sulfato

ferroso, e os resultados foram expressos em pM sulfato ferroso/mg de amostra.

4.4.4 Atividade quelante de ions Fe**

A atividade quelante de ions Fe** foi estimada pelo método de Dinis e colaboradores
(1994) com algumas modificagdes. Foram preparadas diferentes concentragdes dos oleos,
variando de 14 a 1400 pug/mL. A mistura reacional foi entdo composta a partir de uma
aliquota de 0,4 mL das concentragdes testadas, com uma solucdo de cloreto de ferro (II)
(FeCl,) 2 mM (0,05 mL). A reagdo foi iniciada pela adicdo de ferrozina 5 mM (0,2 mL) e o
volume total foi ajustado para 4 mL com alcool etilico.

Entdo, a mistura foi agitada vigorosamente e deixada a temperatura ambiente durante
10 min. A absorbancia foi medida por espectrofotometria a 562 nm. A porcentagem de
inibicdo de formacdo do complexo ferrozina — Fe*" foi calculada usando a formula
apresentada na equacdo 4. O controle contém apenas FeCl, e ferrozina, havendo formagdo do

complexo metalico.
AQ (%) =100 x [(Ab.c — Ab. a) /A.c] “)
Onde:

Ab.a = absorbancia da amostra e Ab. ¢ = absorbancia do controle.
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4.5 Testes microbioldégicos

4.5.1 Preparo das solucdes de teste

No preparo da solucdo inicial, OAPS ¢ OAPF foram solubilizados em agua destilada
estéril e dimetilsulfoxido (DMSO) de forma que foram obtidas as solugdo estoque com
concentragao de 1024 pg/mL. A partir destas, efetuaram-se dilui¢des seriadas 1:2, durante o teste

de microdilui¢@o, obtendo-se as concentragdes das amostras variando de 512 a 8ug/mL.

4.5.2 Bactérias

As linhagens bacterianas utilizadas foram as Gram- positivas: Staphylococcus
aureus (ATCC 12692), Streptococcus mutans (ATCC 00446), Bacillus cereus (ATCC
33019), e as Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442) e Salmonella choleraesuis (ATCC 13314).

As bactérias fazem parte do banco de microrganismos da Universidade Regional do
Cariri, e foram inoculadas, previamente aos ensaios, em meio BHI (Brain Heart Infusion
Broth) e mantidas em estufa bacteriologica a 35 + 2 °C, durante 24 horas. O meio de cultura

foi preparado segundo as especificacdes do fabricante e esterilizado em autoclave.

4.5.3 Preparo e padronizaciao dos in6culos bacterianos

Previamente, as cepas bacterianas foram ativadas em meio BHI na concentragdo
recomendada pelo fabricante, durante 24 horas a 35 &+ 2 °C. Apos este pré-cultivo ocorreu a
padronizac¢do do inoculo, que consistiu na preparacdo de uma suspensao bacteriana em BHI a
3,8%, com turvagio correspondente a 0,5 da Escala McFarland (1 x 10®° UFC/mL). Em
seguida essa suspensdo foi diluida até 1 x 10° UFC/ mL em caldo BHI a 10%, e volumes de
100 pL foram entdo homogeneizados em placa de microdiluicdo, acrescido de diferentes

concentracdes dos 6leos, resultando num inoculo final de 5 x 10° UFC/mL (CLSI, 2012).
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4.5.4 Determinacio da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios para a determinagdo da CIM de OAPS e OAPF foram efetuados através do
método de microdilui¢do em caldo, em placa de microdilui¢do estéril contendo 96 pogos,
onde 100 pL do inoculo bacteriano foi adicionado a cada poco (placa na horizontal), e em
seguida foram acrescidos os 0leos, efetuando-se diluigdes seriadas 1:2 obtendo-se uma variagéo
de 512 a 8 pg/mL nas concentracdes das amostras. Os testes foram realizados em triplicata,
reservando-se a ultima cavidade de cada coluna para controle, o qual consistiu apenas do
inoculo bacteriano (JAVADPOUR et al., 1996).

As placas preenchidas foram incubadas a 35 £+ 2 °C 24 horas. Para evidenciar a CIM
das amostras foi preparada uma solu¢do indicadora de resarzurina sodica (Sigma) em agua
destilada estéril na concentragdo de 0,01 % (p/v). Apds o periodo de incubagdo, 25 pL da
solu¢do indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas passaram por um periodo
de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de coloragdo azul para rosa devido a reducdo
do pH da resarzurina indicou o crescimento bacteriano. A concentra¢do inibitéria minima
(CIM) foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir completamente o crescimento
microbiano, nos po¢os de microdilui¢do conforme detectado a olho nu (MARKHAN, 1998;

PALOMINO et al., 2002).

4.5.5 Avaliacio da interferéncia sobre a resisténcia aos antibiéticos (modulacio)

Para avaliar OAPS e OAPF como moduladores da acdo antibidtica, a CIM dos
antibiodticos da classe dos aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e os beta — lactamicos
(benzilpenicilina e cefotaxina) foram avaliados na presenca e na auséncia dos 6leos em
microplacas estéreis.

Os o0leos foram misturados ao inoculo bacteriano em concentragdes subinibitorias
(MIC/8). As solugdes de antibidticos foram preparadas com a adi¢do de dgua destilada estéril
na mesma concentragdo da solucdo estoque dos o6leos (1024 pg/mL) e volumes de 100uL
foram diluidos seriadamente 1:2, nas cavidades contendo a suspensdo bacteriana juntamente
com os 6leos, reservando-se a ultima cavidade de cada coluna para controle, o qual consistiu
apenas do inoculo bacteriano e da MIC/8. A placa foi trabalhada na vertical, possibilitando

um maior nimero de dilui¢des dos antibiodticos, sendo assim testadas concentracdes variando
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de 512 — 0,5 pg/mL. As placas preenchidas foram incubadas a 35 = 2 °C 24 horas ¢ a leitura
evidenciada pelo uso de resarzurina sddica como citado anteriormente. O teste foi realizado
em triplicata e acompanhado de um controle positivo que consistiu apenas da solu¢do de
microrganismos juntamente com as solucdes dos antibidticos avaliados (SATO et al., 2004,

modificado).

4.6 Analises dos dados

Todas as andlises foram realizadas em triplicata ¢ os dados expressos como média
(n=3) £ desvio padrao (DP) usando a Analise de Variancia (ANOVA) sucedida pelo teste de
Tukey de comparagdes multiplas para dados com distribuicdo normal e desvios padrdes
significativamente semelhantes. As andlises estatisticas e apresentagdo grafica dos resultados

foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism (versao 6.0).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao do éleo de Persea americana

Os frutos da variedade Fortuna apresentaram peso médio de 835 g, mostrando
expressivo rendimento em polpa (79,11 %). O carogo representou 11,49 % do fruto e a casca
9,40 %. Os valores obtidos sdo similares aos estudos de Tango; Carvalho e Soares ( 2004) que
observaram valores de 75,7 %, 12,5 % e 11,8% respectivamente, para polpa, carogo e casca
de abacate da mesma variedade. A proporcao de cada componente dos frutos pode apresentar
variagdes em fungdo do grau de maturacdo dos mesmos, Medina (1978) aponta que os frutos
colhidos 30 dias antes da época considerada normal para a colheita possuem maiores

proporgdes de casca e carogo € menor porcentagem de polpa.

Os rendimentos da fracdo lipidica foram significativamente diferentes quando
comparados os métodos de extracdo. Quando empregada a extragdo em Soxhlet, obteve-se
rendimento de 5,6 % e 19,04% para a extracdo em prensa hidraulica. Segundo Oliveira et al.
(2013), o teor de lipideos da polpa de diferentes variedades de abacate varia entre 5,3 e 31,1

%, estando os valores obtidos nesse estudo dentro dessa faixa percentual.

O valor observado para extragdo em Soxhlet ¢ similar ao descrito por Tango;
Carvalho e Soares (2004) que utilizaram de processo similar de extracdo para abacates da
mesma variedade encontrando 5,9 % em lipideos. Chaves et al. (2013), relatam teor de
lipideos em 7,9 % para abacates da variedade margarida, enquanto os expressivos valores de
25,47% e 15,07% foram obtidos para as variedades Hass e Fuerte respectivamente
(FERRARI, 2015). Essas diferencas podem ser explicadas por fatores como o clima da regido
de origem, pois Luchesi (1975) verificou que teores mais elevados de 6leo foram encontrados

em abacates provenientes de regides mais frias.

Diversos autores relatam o elevado conteudo de umidade na polpa fresca como
principal obstaculo para obtengdo de 6leo de abacate, afetando o rendimento de extracdo e o
custo de produgdo (OLIVEIRA et al., 2003). As polpas frescas dos frutos, que apresentam
teores baixos de lipideos, tém porcentagens de umidade mais elevadas, ocorrendo o inverso
para as polpas com teores de lipideos mais elevados. A alta correlagdo entre umidade e
lipideos deve-se ao fato de que a soma dos teores dessas substincias corresponde a grande

parte da massa das polpas, em média, 92% da polpa (AHMED; BARMORE , 1990). Diante
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da intrinseca relagdo entre umidade e o teor de lipideos, compreende-se o maior rendimento

no processo de extracdo por prensagem utilizando a polpa liofilizada.

5.2 Composiciao em acidos graxos de Persea americana

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas (CG/EM)
permitiu identificar 83,48% dos constituintes de OAPS e 81,28% dos constituintes de OAPF,
onde os componentes majoritarios foram o acido oleico (44,92%) e o 4cido palmitico
(34,33%) para OAPS e 4cido oleico (42,02%) o acido palmitico (25,63%) para OAPF (Tabela
1). Nas Figuras 2 e 3 (p.33) sdo apresentados os perfis cromatograficos representativos das

amostras analisadas.

Tabela 1 — Perfil de 4cidos graxos identificados nos 6leos fixos de Persea americana

Tr (min) %
Acido graxo
OAPS / OAPF OAPS / OAPF

Acido Laurico (C12:0) — 9.90 — 2.35

Acido Palmitoleico (C16:1) — 14.42 — 1.67
Acido palmitico (C16:0) 27,82 14.62 34,33 25.63
Acido oleico (Z -18:1) 31,25 16.46 44,92 42.02
Acido elaidico (E -18: 1) 31,31 — 4,23 —

Acido Estearico (C18:0) — 16.69 — 9.61

Tr (tempo de retengdo).

De maneira geral a literatura aponta os acidos palmitico e oleico como principais
componentes do 6leo extraido do mesocarpo, Entretanto, a propor¢do desses componentes
varia muito de acordo com o cultivar. Massafera, Braga Costa ¢ Dutra de Olveira ( 2010)
relatam teores de acido palmitico de 20,73% e 50,30 % para o acido oleico em estudo com o
mesmo cultivar deste trabalho, assim como também apontam valores de 28,06% em teor de

acido palmitico e 31,77% de &cido oleico para o cultivar Ouro Verde.
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Salas (2000) em uma revisdo descreve o 6leo da polpa do abacate com teores de 9 a
13% de 4cido palmitico, 69 a 74% de 4&cido oleico e 10 a 14% de acido linoleico. Os valores
encontrados para OAPS sdo superiores ao intervalo citado para o acido palmitico e inferiores
para o acido oleico. A composicao em acidos graxos do 6leo de abacate ¢ proxima ao 6leo de
oliva, principalmente quanto aos altos niveis de acido oleico, que no 6leo de oliva ¢ descrito
com valores variando de 61 — 71% (CANTO et al., 1980; SOARES et al., 1992)

O Ooleo de abacate apresenta teores significativos de 4cido graxo Omega
(principalmente 6mega — 9) que parece apresentar efeitos benéficos na prevengdo de doengas
cardiovasculares. Estudos mostram que o consumo de dietas ricas em gorduras
monoinsaturadas (4cido oleico), em substituicdo de gorduras saturadas, exerce seletivos
efeitos fisioldgicos sobre humanos, reduzindo os niveis de colesterol total, de triglicerideos e
de LDL-colesterol, sem alterar a fragdo HDL-colesterol do plasma (SOUZA et al., 2013).

Embora a maioria dos acidos graxos insaturados ocorra naturalmente na configuracao
Z, as ligacdes duplas na configuragdo £ sdo formadas no sistema digestivo de ruminantes,
sendo portando, uma pequena quantidade de acidos graxos insaturados E (principalmente
acido vacénico) esta presente em produtos derivados da carne e leite desses animais. Pequenas
quantidades de isomeros £ podem ser formadas durante reagcdes quimicas, como a oxidacao
que ocorre na extragdo, refinagdo e armazenamento dos oleos vegetais (NAKAMURA et al.,
2017). Costa Machado; Paes Chaves ¢ Antoniassi (2006) encontraram teor de acido elaidico
de 3,83 % ¢ 6,49% em estudo com o6leos de coco babagu. Valores estes, semelhantes ao citado

neste trabalho.

5.3 Parametros fisico — quimicos

A Tabela 2 (p.35) mostra a determinacdo de alguns dos principais indices fisico-
quimicos das amostras de dleo testadas. Os valores foram satisfatorios se comparados com
estudos similares e enquadrando-se em certas exigéncias da legislacdo brasileira RDC
270/2005 da ANVISA (BRASIL, 2005). Os resultados das duas amostras analisadas ndo

apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre si (p > 0,05).
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Tabela 2 — Indices fisico-quimicos de OAPS e OAPF.

*Acidez em acido oleico *Indice de Saponificagio (mg *Indice de Refracgdo (np *’)
(g/100g) KOH/Kg)
OAPS / OAPF OAPS / OAPF OAPS / OAPF
0,47 +0,09* 0,49 + 0,06 265,12 + 217,68 + 1,471 £0,01° 1,467 +0,05°
2,81° 1,84°

* Valores médios + desvio padrao seguidos por letras iguais nas colunas ndo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

O parametro de acidez esta diretamente relacionado com a natureza e qualidade da
matéria-prima (fruto), com a qualidade e o grau de pureza dos lipideos e com o
processamento. A acidez pode ser influenciada pela maturagdo e estocagem, agdo enzimatica,
e tipo de extracdo do 6leo. O teor de acidez ¢ um parametro fisico — quimico importante,
porém a andlise isolada deste pardmetro ndo ¢ suficiente (RAMIREZ-TORTOSA;
GRANADOS; QUILES, 2006).

Os indices de acidez baixos apresentados para ambas as amostras, indicam que os
6leos sdo provenientes de uma matéria- prima de boa qualidade. Chaves et al. (2013)
encontraram valores de 0,93% de acidez para abacates da variedade Margarida. Mello e
Pinheiro (2012), em estudo com azeite de oliva, relatam teor de acidez de 0,38 em acido
oleico (g/100g), sendo o valor de 0,8 em 4cido oleico (g/100g) estabelecido pela Legislacdo
Brasileira para o azeite de oliva extra virgem (BRASIL, 2005).

O indice de saponifica¢do € uma indicacdo da quantidade relativa de acidos graxos de
alto e baixo peso molecular. Os ésteres de baixo peso molecular requerem mais alcali para a
saponifica¢do, portanto o indice de saponificagdo é inversamente proporcional ao peso

molecular dos 4cidos graxos presentes (CARDOSO, 2010).

De acordo com a Tabela 2, as amostras testadas apresentaram valores muito préximos
entre si, porém acima da faixa estabelecida pela ANVISA, RDC n°® 270/2005.20 (184 — 196
mg KOH/kg), indicando que os 6leos contém uma composicdo predominante em acidos
graxos de baixo peso molecular. Importante salientar que a resolugdo da ANVISA (BRASIL,
2005) nao faz nenhuma alegagdo para o 6leo de abacate. Mas esses valores se aplicam a todos
os oleos comestiveis do pais. Salgado et al.(2008) observaram que a variagdo nos indices de
saponificagdo do o6leo bruto e do dleo neutralizado de abacate da variedade Margarida

situaram-se entre 176 ¢ 190 mg de KOH.g—1 de amostra.
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A determinacdo do indice de refragdo ¢ caracteristica para cada tipo de dleo e esta
relacionada com o grau de saturacdo das ligagdes, compostos de oxidacdo e tratamento
térmico. Este indice aumenta com o aumento do numero de duplas ligagdes conjugadas e com
o tamanho da cadeia de hidrocarboneto. Também valores altos do indice de refragdo podem
indicar a presenca de possiveis impurezas. Conforme o indice de refragdo diminui aumenta o
grau de saturacdo (MORETTO; FETT, 1998). As amostras analisadas mostraram valores
dentro dos limites exigidos pela legislagao vigente (BRASIL, 2005), onde o minimo aceitavel

¢ igual a 1,4677 a temperatura de 40°C.

5.4 Ensaios antioxidantes

5.4.1 Captura do radical livre DPPH

Os resultados da avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante de OAPS e OAPF,
determinada via radical DPPH, estdo representados nas Figuras 4 e 5 (p.37). Foi realizado
controle positivo com o BHT, padrao sintético utilizado para a atividade antioxidante, assim
como também se utilizou o 4cido ascorbico como um padrdo natural. Nenhuma das amostras
avaliadas apresentou significativa capacidade antioxidante (AA < 10%). O valor da ECsy,
quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em
50%, foi de 146,57 + 1,59ug/mL para OAPS e de 151, 92 £+ 1,35 pg/mL para OAPF, valores

significativamente mais elevados que os controles (Tabela 3, p.38).
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Tabela 3— Valores de ECsy para OAPS e OAPF pelo método de sequestro do radical livre

DPPH.
Ameostras *ECsp (ng/mL)
OAPS 146,57 +1,59*
OAPF 151,92+ 1,35°
BHT 2.15+£0,05°
Acido ascorbico 17.46 +2,10°

* Valores médios + desvio padrao seguidos por letras iguais na coluna néo diferem pelo teste de Tukey
(p < 0,05).

A literatura mostra que a maioria dos estudos antioxidantes realizados com o abacate
objetiva principalmente a avaliacdo dos compostos hidrofilicos, a exemplo de Vieites; Daiuto
e Fumes (2012) que mostraram a AA em abacates da variedade Fuerte pelo método do
DPPH, com valores que variaram de 17,6 a 68,7%. Para o cultivar Hass, valores médios de

AA de 20,0 a 32,5 % foram relatados por Daiuto et al. (2012).

Wu et al., (2004), avaliando a agdo antioxidante de frutas disponiveis no mercado dos
Estados Unidos, evidenciaram que a fracdo hidrofilica, na qual os compostos fenolicos
predominavam, apresentou a maior capacidade de sequestrar radicais livre do que a fragdo
lipofilica. Estes autores ressaltam ainda que os compostos fenolicos da fracdo hidrofilica sdo
responsaveis por mais de 90% da capacidade antioxidante total das frutas estudadas.

Abaide et al. (2017) em estudo realizado com o 6leo de abacate extraido por fluidos
pressurizados obtiveram atividade antioxidante com variacdes de 8,9 a 31,6% para o 6leo
extraido por GLP comprimido, enquanto que para o 6leo extraido por CO, supercritico variou
de 17,4 a 82,5%, para abacates do mesmo cultivar (Fortuna), ressaltando a influéncia do

método e solventes utilizados no processo de obtencao do 6leo.

Como descrevem Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2006), as diferencas observadas na
atividade antioxidante, quando sdo utilizados diferentes solventes extratores, podem ser
maiores se a amostra analisada for um alimento, visto que representa uma matriz complexa de
diferentes componentes, que podem estabelecer, entre si € com os solventes, inimeras e

diferentes interagoes.
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Corral-Aguayo et al. (2008) reportam baixa atividade mensurada pelo método do
DPPH em extratos lipofilicos quando em comparagdo aos hidrofilicos, em diversas frutas
tropicais como manga, abacate e mamao. Ainda em relacdo as amostras de carater lipofilico,
foi observado que acidos graxos podem atuar como antioxidantes, sendo o potencial para
tanto, dependente do seu grau de instauragdo (RICHARD et al., 2008), corroborando com os
baixos indices de atividade do o6leo de abacate, uma vez que seu componente majoritario ¢

monoinsaturado.

+
5.4.2 Captura do radical livre ABTS

Os resultados da avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante de OAPS e OAPF,
+
determinada via radical ABTS , estdo representados na Tabela 4. Como referéncia, foi

utilizado o Trolox, e a AA expressa em puM trolox/g amostra.

Tabela 4 — Valores de atividade antioxidante para OAPS e OAPF pelo método de sequestro
do radical livre ABTS

Amostras *AA (pM trolox/g)
OAPS 8710,08+ 16,14
b
OAPF 4440,25+ 20,35

* Valores médios + desvio padrao seguidos por letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey
(p < 0,05).

Observou-se diferencga significativa (p < 0,05), sendo que OAPS apresentou melhor
desempenho quando comparado com OAPF. Em consonancia com os nossos resultados,
Miraliakbari e Shahidi (2008), utilizando-se do mesmo ensaio, descobriram que o 6leo de
peca extraido com hexano ou cloroférmio: metanol apresentou maior capacidade antioxidante
em relacdo aos 6leos de nozes prensados a frio.

Resultado semelhante foi descrito por Villa - Rodriguez et al. (2011), que em estudo
utilizando extrato lipofilico de abacate da variedade Hass, encontraram 8996.34 uM trolox/g.

Floegel et al. (2011) relatam 7000 uM trolox/g para extrato metanolico de abacate.
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Rufino et al. (2010), em estudo com 18 extratos metanolicos de variedades de frutas
tropicais, demonstram pelo método do ABTS resultados variando de 6.3 — 153 uM trolox/g
para amostras frescas e 16.4 - 1237 puM trolox/g para amostras liofilizadas, em ambos os
casos destacando-se o camu — camu. Os valores obtidos em nosso estudo estdo acima dos
intervalos mencionados anteriormente. Refor¢ando esta observacdo, Castelo-Branco ¢ Torres
(2012) avaliaram a atividade antioxidante de 6leos refinados pelo método ABTS e verificaram
que a fracdo lipofilica proporciona uma maior contribui¢do para a capacidade antioxidante das
amostras testadas por esse método.

Em estudo mais recente sobre a capacidade antioxidante de 6leos vegetais, Castelo -
Branco et al. (2016) indicaram o papel essencial do contetido de tocoferois (vitamina E) para
um desempenho satisfatorio nas avaliacdes pelo método ABTS, e no aumento da estabilidade
oxidativa dos 6leos. O abacate tem apreciaveis qualidades nutricionais sendo rico em lipidios,
vitaminas e fibras, sendo que o contetido de vitamina E encontrado em seu 6leo chega a 6,04
mg.100 g_lde 6leo, sob a forma de a-tocoferol, constituindo-se numa boa fonte desta vitamina
uma vez que a Ingestdo Didria Recomendada (IDR) para a vitamina E ¢ de 10 mg de a -
tocoferol. (ARRIOLA; MENCHU; ROLZ, 1979; DAIUTO et al., 2012; SALGADO et al.,
2008). Sendo cabivel, a associagao entre os bons niveis de vitamina E no 6leo do abacate com
seu apreciavel resultado para o método ABTS.

Vale ressaltar que a atividade antioxidante pode depender de varios fatores, incluindo
a formagdo e estabilidade dos radicais, assim como a biodisponibilidade dos antioxidantes e
as mais diversas interferéncias ambientais presentes em distintas fases do processamento de

alimentos (ROCKENBACH et al.,2008).

5.4.3 Método de reducao do ferro (FRAP)

Os resultados da avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante de OAPS e OAPF,
determinada pela capacidade de reducgdo do ferro, estdo representados na Tabela 5 (p.41). A
curva de calibragdo foi feita com sulfato ferroso, e os resultados foram expressos em pM

sulfato ferroso/mg de amostra.
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Tabela 5 — Valores de atividade antioxidante para OAPS e OAPF pelo método redugio do
ferro (FRAP)

Amostras *AA (pM Fe;SO4/mg)
OAPS 50,58+ 0,45
b
OAPF 60,84+ 0,26

* Valores médios + desvio padrao seguidos por letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey
(p < 0,05).

Neste ensaio, a atividade antioxidante ¢ determinada com base na capacidade de uma
determinada substancia em reduzir o ferro férrico (Fe*") ao ferro ferroso (Fe*") e inicialmente
foi proposto para medir a capacidade antioxidante total de plasma, mas tem sido
frequentemente usado para uma avaliagdo rapida da capacidade antioxidante total de varios

alimentos e bebidas (FIRUZI et al., 2005; WONG et al., 2006).

Diferenga significativa (p < 0,05) foi observada, sendo que para este ensaio OAPF
apresentou melhor desempenho quando comparado com OAPS. Divergindo dos resultados
apresentados, Wang et al. (2012), obtiveram valores muito baixos de atividade redutora do
ferro para extratos etanolicos de abacates da variedade Hass (2,46 — 2,96 1M Fe */g).

Teste realizado com vitaminas hidrossoliiveis aponta que, mesmo sua atividade tenha
sido muito baixa, apenas o acido folico mostrou capacidade de redugdo de Fe**
(GLISZCZYNSKA-SWIGLO, 2006). Este resultado aponta uma das probabilidades para o
menor efeito do extrato etanolico, uma vez que grande parte da atividade antioxidante de
frutas esta associada ao contetido de vitaminas hidrossoliveis e estas se provaram ineficazes

no ensaio de FRAP.

Em estudo recente, Ledo et al. (2017), mostraram a capacidade antioxidante por
FRAP, para farinhas produzidas a partir do pequi (Caryocar brasilense Camb.), com valore
variando entre 30,27 — 32, 16 uM Fe,SO4/mg. Extratos das 30 plantas medicinais chinesas
foram avaliados usando o teste de FRAP, e uma ampla variedade de valores foi encontrada.
Para os extratos aquosos, a atividade antioxidante variou de 1,9 a 532 uM Fe 2+/g (WONG et

al., 2006).
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Moreno; Ortiz e Restrepo (2014), averiguaram para o extrato hidrofilico de abacate, o
melhor resultado entre todas as seis amostras de frutas, para o teste realizado com DPPH e o
pior resultado quando empregada a metodologia de FRAP. Relagdo inversa foi observada em
nossas analises dos 6leos, onde o ensaio com o DPPH apresentou os piores resultados.

A literatura ainda é escassa no que se refere a atividade antioxidante de o6leo fixo,
sendo o seu desempenho associado a compostos como os carotenoides e tocoferois, mais
facilmente encontrados em extratos lipofilicos, assim como os acidos graxos insaturados

(WANG; BOSTIC; GU, 2010).

5.4.4 Atividade quelante de fons Fe*

Os resultados da avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante de OAPS e OAPF,

determinada pela capacidade quelante de ions ferro (AQ%), estao representados na Figura 6.

E?- N.S
o I_‘
< 10

|
L
Concentracdes (ng/mL)
Figura 6 — Atividade antioxidante pela capacidade quelante de ions ferro. Os valores sdo
expressos como média + S.E.M. (N = 3).** Diferenca estatisticamente significativa para a

mesma concentracdo de amostras diferentes (ANOVA e Tukey test - p <0,05). N.S - Valor
estatistico ndo significativo, p > 0,05.

Embora o ferro seja um elemento essencial para os organismos vivos, o excesso deste

pode levar a niveis mais altos de espécies reativas de oxigénio. Entre os metais de transi¢do, o
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ferro € conhecido como o prooxidante de oxidagdo lipidica mais importante devido a sua alta
reatividade. O estado ferroso do ferro acelera a oxidagdo lipidica pela degradagdo de

hidrogénio e peroxidos lipidicos em radicais livres reativos através da reagdo de Fenton:

Fe’" +H,0,— Fe*" +OH +OH

(MILLER, 1996). A ferrozina pode formar complexos com Fe*" e na presenca de agentes
quelantes, a formacdo do complexo ¢ interrompida, resultando em uma diminui¢cdo da cor
vermelha do complexo. Portanto, a medicdo espectrofotométrica de cor permite estimar a
atividade quelante de metal da amostra analisada. A menor absorbancia indica maior atividade

de quelacdo de metais (HUANG, 2003).

A resposta foi dependente da concentracdo (com o aumento da concentragdo houve
aumento da resposta). Diferenga significativa (p < 0,05) foi observada, na concentracao de 35
pg/mL, sendo que para esta concentragdo OAPS apresentou melhor desempenho, mas de
maneira geral as amostras testadas obtiveram resultados semelhantes, com AQ maximas de
20,61% = 0,76 e 18,85% = 1,52 para OAPS e OAPF respectivamente, sendo este o primeiro

relato de atividade quelante do 6leo fixo de Persea americana.

Apetrei et al.(2011), em estudo a espécie Pinus cembra L. (pinheiro) no extrato de 500
pg / mL nao houve efeitos quelantes, enquanto que a 4.000 pg / mL a atividade quelante foi
de 99,03 = 0,59%. Sousa et al. (2015) estudando extratos de Lantana camara e Lantana
montevidensis apontam atividade quelante na concentracdo de 250 pg / mL com valores de

50,84/56,54% para os extratos das folhas e 33.75/ 36.92% para os extratos das raizes.

Giilgin (2006) mostrou em seu estudo que o acido cafeico exibiu 53,2% de quelagao
de ion ferroso a uma concentracdo de 10 pg/mL e as porcentagens de capacidade quelante
nessa mesma concentr¢do para o BHT, a-tocoferol e trolox foram de 64,3, 21,6 ¢ 48,5%,
respectivamente. Embora em uma concentr¢do inferior, o resultado encontrado para o a-
tocoferol foi similar a nossa atividade maxima verificada, podendo-se relacionar a atividade
quelante a presenca deste composto nos 6leos, embora 0 mesmo ndo seja seu constituinte

majoritario, uma vez que o 6leo se trata de uma matriz complexa.
Atribuimos também parte da atividade quelante de OAPS e OAPF ao grupo carboxila
presente nos acidos graxos, tendo sido relatado que compostos com estruturas contendo dois

ou mais dos seguintes grupos funcionais: — OH, —SH, -COOH, — PO3;H,, -C=0, — S ¢ —-O—em
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uma configuracdo estrutural favordvel podem mostrar atividade quelante de metal

(LINDSAY, 1996; YUAN et al., 2005).

Sdo muitas as metodologias para a determinacdo da capacidade antioxidante e todas
estdo sujeitas a diversas interferéncias. Dessa forma, levando-se em conta as particularidades
e aplicabilidade de cada tipo de ensaio, preconiza-se a utilizagdo de duas ou mais técnicas, ja
que nenhum ensaio usado isoladamente ira refletir exatamente a “capacidade antioxidante

total” de uma amostra (ROCHA et al., 2012). .

5.5 Testes microbioldégicos

5.5.1 Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

No teste in vitro verificou-se que os 6leos apresentaram atividade inibitoria frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 12692), com CIM de 64pug/mL e 256ug/mL para OAPS e
OAPF, respectivamente. Para Streptococcus mutans (ATCC 00446) apenas OAPS
demonstrou atividade inibitoria com CIM de 512pg/mL.

Todavia, os o6leos ndo apresentaram atividade antimicrobiana em concentragdes
clinicamente relevantes frente as linhagens de Bacillus cereus (ATCC 33019), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), Escherichia coli (ATCC 10536) e Salmonella choleraesuis
(ATCC 13314) com CIM > 1024 pg/mL para estes microrganismos (Tabela 6). Este ¢ o

primeiro relato de atividade antibacteriana do dleo fixo de Persea americana.

Tabela 6 — Valores da CIM (ug/mL) de OAPS e OAPF frente a bactérias padroes

CIM (pg/mL)
Bactérias

OAPS / OAPF
Staphylococcus aureus (ATCC 12692) 64 256
Streptococcus mutans (ATCC 00446) 512 >1024
Bacillus cereus (ATCC 33019) > 1024 > 1024
Escherichia coli (ATCC 10536) > 1024 > 1024
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) > 1024 > 1024

Salmonella choleraesuis (ATCC 13314) > 1024 > 1024
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Acidos graxos apresentam propriedades antibacterianas e antifiingicas, principalmente
os insaturados, por afetarem a sintese endogena dos 4acidos graxos bacterianos
(AGARAMOOTRHY et al, 2007, ZHENG et al, 2005). Bergsson et al. (2001)
demonstraram que acidos graxos apresentaram atividade fungicida para linhagens de

Candida albicans através da ruptura ou desintegracdo das suas membranas plasmaticas.

A bactéria Gram-positiva S. aureus foi a mais sensivel em comparagdo com as demais
linhagens. Todas as bactérias Gram-negativas mostraram-se resistentes. Estes resultados
concordam com os encontrados na literatura que demonstram que as bactérias Gram-negativas
sd0 mais resistentes a acdo de produtos naturais, como extratos e oleos essenciais (VERAS et
al., 2013). Shukla et al. (2016) em estudo do extrato lipofilico das folhas e caule de Cassia
tora também observaram melhor atividade frente a bactéria S. aureus Miranda et al. (2015)
reforcam em sua pesquisa com extratos etandlicos e metanolicos de Montrichardia linifera
(arruda) a maior sensibilidade referida as bactérias Gram — positivas.

Rosas-Pifion et al. ( 2012), analisando os extratos etanolicos e aquosos de 50 plantas
da medicina popular mexicana, obtiveram maior perfil de resisténcia para Gram — positivas
destacando — se Streptococcus mutans. Entre as plantas analisadas estava P. americana que
apresentou valores de CIM de 32,5 e 65 pg/mL para o extrato aquoso e etanolico
respectivamente.

A resisténcia das bactérias Gram-negativas em relacdo aos dleos estd relacionada a
superficie hidrofilica de sua membrana externa rica em moléculas de lipopolissacarideos,
apresentando uma barreira a penetracdo de substancias antibacterianas de carater lipofilico e
também esta associada a enzimas no espago peripldsmico, que sdo capazes de quebrar as
moléculas introduzidas a partir do exterior (HASENACK et al., 2008; HOLLEY; PATEL,
2005)

5.5.2 Interferéncia sobre a resisténcia aos antibioticos (modulacio)

Foi utilizada para este ensaio a linhagem Gram — positiva com melhor resultado de
CIM, no caso Staphylococcus aureus (ATCC 12692) e uma Gram — negativa de interesse

clinico, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442).

Na atividade modificadora de antibidticos evidenciamos redugdo significativa (p <
0,05) dos valores de CIM quando comparada ao controle, sugerindo efeito sinérgico na

associagdo de OAPS e OAPF com a amicacina para ambas as linhagens bacterianas avaliadas.



46
MELOQ, B. F. Perfil quimico ¢ avaliagdo da atividade antioxidante, antibacteriana...

Para Staphylococcus aureus (ATCC 12692) houve ainda sinergismo na associacdo de OAPS e

OAPF com a benzilpenicila. Nao foi observado efeito antagonico (Figuras 7 e 8).

Staphylococcus aureus
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= B8 Controle
o — I Antibiético + OAPS
= e o
£ 1000- ) Antibiotico + OAPF
—
D
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> > & >
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Figura 7 — Efeito modulador do OAPS e OAPF contra Staphylococcus aureus com os
antibidticos amicacina, gentamicina, benzilpenicilina e cefotaxina.

Pseudomonas aeruginosa

400- ATCC 15442
dedede
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= . " *%% Valor estatistico

2 1004 NS L significativo P < 0,001

= N.S - Valor estatistico nio
significativo P > 0,05

Figura 8 — Efeito modulador do OAPS e OAPF contra Pseudomonas aeruginosa com o0s
antibidticos amicacina, gentamicina, benzilpenicilina e cefotaxina.
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Os antibioticos da classe dos aminoglicosideos sdo parte importante do arsenal
terapéutico antibacteriano desde seu descobrimento, na década de 40 (KALOYANIDES;
RAMSAMMY, 1993). Todos os aminoglicosideos apresentam o mesmo mecanismo de acgdo,
exercendo seu efeito bactericida ao se ligarem a subunidade 30S do ribossomo bacteriano,
levando a falhas no processo de sintese proteica (OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN,
2006).

As bactérias podem apresentar resisténcia a atividade dos aminoglicosideos em virtude
da diminuicdo da permeacao do antibidtico, da baixa afinidade do farmaco ao sitio de ligacdo
(devido a alteragdes no ribossomo bacteriano) ou a inativagdo do farmaco por enzimas
microbianas. Sendo este ultimo mecanismo nitidamente a explicacdo mais importante para a
resisténcia encontrada na pratica clinica (MINGEOT-LECLERCQ; GLUPCZYNSKI;
TULKENS, 1999).

Devido a sua natureza polar, os aminoglicosideos apresentam dificuldades em
atravessar membranas bioldgicas que ndo tenham um mecanismo de transporte
(VAKULENKO; MOBASHERY, 2003). O efeito sinérgico dos 6leos com esta classe de
antibidticos pode ser justificado em parte a natureza hidrofobica dos componentes de OAPS e
OAPF, que quimicamente apresentam maior afinidade e capacidade de interacdo com a
bicamada lipidica da membrana celular bacteriana, permeabilizando-a e aumentando a
penetragdo de antibidticos (BURT, 2004). Corroborando com estas observacdes, Matias et al.
(2011), ao comparar os extratos metandlico e hexanico de Ocimum gratissimum obteve uma
combinac¢do mais eficiente entre o extrato hexanico e os aminoglicosideos avaliados.

Apesar de seu mecanismo de agdo seletivo, os aminoglicosideos sdo extremamente
toxicos. A nefrotoxicidade e ototoxicidade sdo mais frequentemente observadas. O
mecanismo exato da toxicidade destes antibioticos € desconhecido, embora se saiba que eles
se acumulam nas células corticais renais sendo capazes de provocar danos aos tibulos
proximais e a nefrotoxicidade ¢ dose dependente (WATANABE et al., 2004). Constituindo
assim de grande relevincia o achado de substincias que potencializem o efeito destes
antimicrobianos, ndo somente pela questdo da resisténcia bacteriana como também os
problemas decorrentes de sua toxicidade (OLIVEIRA et al., 2010).

Os beta-lactdmicos sdo um grupo de antibidticos que atuam bloqueando a sintese da
parede celular bacteriana, sendo uma classe de elevada importancia devido a sua excelente
eficacia terapéutica e baixa toxicidade (SUAREZ; GUDIOL, 2009). Infelizmente o uso desses

antibidticos enfrenta grave obstaculo devido a existéncia das beta-lactamases, consideradas



48
MELO, B. F. Perfil quimico e avaliagdo da atividade antioxidante, antibacteriana...

como as armas bacterianas mais eficazes, com capacidade de hidrolisar os beta —lactamicos,
sendo que a primeira beta-lactamase foi identificada em S.aureus em 1944, e muitas outras
foram descobertas desde entdo (ZEBA, 2004).

O significativo efeito sinérgico dos oleos com esta classe de antibiodticos frente a
linhagem de S.aureus avaliada pode ser justificado devido a capacidade dos componentes de
OAPS e OAPF em provocar distor¢des na estrutura fisica da célula, causando expansdo e
consequente desestabilizagdo da membrana, alem de interferéncia com sistemas de enzimas
bacterianas que também pode ser considerado um potencial mecanismo de agdo

(HELANDER et al., 1998; JUVEN et al., 2004).

Constitui-se assim de grande relevancia o achado de substancias que potencializem o
efeito destes antimicrobianos, principalmente pela questdo da frequente resisténcia bacteriana
que impossibilita seu uso para um espectro maior de infec¢des, sendo que estes apresentam

grande vantagem por possuirem baixa toxicidade (TAYLOR, 2013).



49

MELO, B. F. Perfil quimico e avaliagdo da atividade antioxidante, antibacteriana...

6. CONCLUSOES

1.

O Oleo de P. americana extraido tanto com solvente em aparelho Soxhlet como por
prensagem a frio em prensa hidraulica, apresentou uma maior propor¢do de acidos
graxos insaturados que a de acidos graxos saturados, sendo o acido oleico o principal

constituinte em ambos os 6leos.

Os indices fisico-quimicos das amostras de 6leo testadas foram satisfatorios e indicam
que os Oleos sdo provenientes de uma matéria- prima de boa qualidade. Os resultados
das duas amostras analisadas ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si (p > 0,05). O indice de acidez para OAPS e OAPF foi de 0,47 +
0,09 e 0,49 £ 0,06 (g/100g) respectivamente. O indice de saponificagdo foi de 265,12
+ 2,81 (mg KOH/kg) para OAPS ¢ 217,68 + 1,84 (mg KOH/kg) para OAPF. O indice
de refragdo obteve valores de 1,471 = 0,01 ¢ 1,467 £ 0,05 (np 20 ) para OAPS e OAPF

respectivamente.

Os testes antioxidantes indicam que pelo método de captura do radical DPPH,
nenhuma das amostras avaliadas apresentou significativa capacidade antioxidante (AA
< 10%). O valor da ECs foi de 146,57 + 1,59ug/mL para OAPS ¢ de 151, 92 + 1,35
ug/mL para OAPF.

Os resultados da avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante determinada via

+
radical ABTS , mostram boa atividade para ambas as amostras, sendo que OAPS

apresentou melhor desempenho (8710,08 uM trolox/g) quando comparado ao OAPF
(4440,25 uM trolox/g).

Os resultados da avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante determinada pela
capacidade de reducdo do ferro mostram boa atividade para ambas as amostras, sendo
que OAPF apresentou melhor desempenho (60,84 uM Fe,SO4/mg) quando comparado
ao OAPS (50,58 uM Fe,SO4/mg).

Os resultados da avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante determinada pela

capacidade quelante do ferro mostram que a resposta foi dependente da concentragdo



50
MELO, B. F. Perfil quimico e avaliagdo da atividade antioxidante, antibacteriana...

(com o aumento da concentracdo houve aumento da resposta), e de maneira geral as
amostras testadas obtiveram resultados semelhantes, com AQ maximas de 20,61% +

0,76 e 18,85% =+ 1,52 para OAPS e OAPF respectivamente.

7. Os resultados dos testes microbioldgicos indicam que os dleos apresentaram atividade
inibitoria frente a Staphylococcus aureus (ATCC 12692), com CIM de 64pg/mL e
256pg/mL para OAPS e OAPF respectivamente. Para Streptococcus mutans (ATCC
00446) apenas OAPS demonstrou atividade inibitéria com CIM de 512pg/mL.
Todavia os o6leos ndo apresentaram atividade antimicrobiana em concentragdes

clinicamente relevantes frente as linhagens de bactérias Gram — negativas avaliadas.

8. Quando combinados com antibacterianos OAPS e OAPF demonstraram atividade
sinérgica com a amicacina frente as linhagens de Staphylococcus aureus (ATCC
12692) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442). Para Staphylococcus aureus
(ATCC 12692) houve ainda sinergismo na associacdo de OAPS e OAPF com a

benzilpenicila. Nao foi observado efeito antagonico.
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