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RESUMO

DETERMINACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DE INGA (Inga marginata
Willd), POR DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO, CARACTERIZACAO
QUIMICA E CITOTOXICIDADE

AUTORA: Déborah Cristina Barcelos Flores
ORIENTADORA: Claudia Severo da Rosa

A associagdo entre a ingestdo de frutos com um estilo de vida saudavel reduz muitos tipos de
doengas, inclusive as degenerativas devido aos compostos bioativos presentes. O Ingd ¢é
considerado um fruto abundante em diversos ambientes, ¢ sabe-se que possui compostos
bioativos como os compostos fendlicos (flavonoides como antocianinas, flavondis e seus
derivados), acidos fendlicos (acidos benzoico, cindmico e seus derivados) e cumarinas. Dentre
os fenodlicos, destacam-se os flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferdis como
os mais comuns antioxidantes. Desta forma, este trabalho teve como objetivo determinar os
compostos bioativos obtidos por diferentes métodos de extragdo, além disso foi feita a
caracterizacdo do perfil quimico e a citotoxicidade da fragdo casca e polpa e da semente do
Ingé. Foi analisada a toxicidade dos extratos na linhagem celular 3T3 pela viabilidade celular
através dos testes MTT e NRU. Os extratos hidroetandlicos foram preparados a 70% (v/v)
para a extracdo dos compostos bioativos por extragdo convencional, ultrassom e micro-ondas
focalizado. Foram realizadas as analises de compostos fendlicos totais, flavonoides, DPPH
(ICs0) e ORAC, avaliando o tempo e temperatura, e a identificacdo do perfil quimico por
espectrometria de massas ESI-TOF-MS. O extrato da fracdo casca e polpa do Inga em todas
as concentracdes ndo foi citotdxico, ja o extrato da semente apresentou toxicidade para os dois
testes, diante disso a pesquisa foi realizada somente com os extratos da casca e polpa. O
extrato obtido através da extracdo convencional apresentou maior teor de fendlicos totais,
flavonoides e maior capacidade antioxidante na condicdo de 60 °C por 5 minutos. A
temperatura teve efeito significativo para todas as determinac¢des ja o tempo apresentou efeito
significativo somente para a determinacdo de flavonoides, havendo interacdo entre o tempo e
temperatura. Para a extragdo por ultrassom, a melhor condi¢@o foi na temperatura de 60 °C por
5 minutos, no qual foram obtidos maiores teores dos compostos bioativos. A temperatura teve
efeito significativo, o tempo somente teve efeito e interagdo com a temperatura na
determinacdo dos flavonoides. O extrato obtido pela extragdo por micro-ondas focalizado
apresentou maior teor de fendlicos totais, flavonoides e capacidade antioxidante na condigdo
de 60 °C por 25 minutos. Neste método de extragdo, a medida que o tempo e a temperatura
foram elevados, maior foi o teor dos compostos extraidos, apresentando efeito significativo e
interacdo entre as variaveis para os fendlicos totais. Além da determinacdo dos compostos
bioativos, foram também caracterizados os extratos obtidos por diferentes métodos de
extracdo, sendo que na extracdo convencional foram identificados 7 compostos, na extragdo
por ultrassom e micro-ondas focalizado foram encontrados 11 compostos iguais,
independentemente do método. Nesse sentido, pode-se inferir que, a fragdo casca e polpa de
Ingé ¢ boa fonte de compostos bioativos com acdo antioxidante, sendo de grande interesse na
extracdo destes compostos para aplicagdo em produtos alimenticios, além de contribuir na
reducdo de residuos.

Palavras-chave: Toxicidade. Extracdo Convencional. Micro-ondas. Ultrassom. Tempo e
temperatura. Antioxidante. Compostos Fenolicos.



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOACTIVE INGA COMPOUNDS (Inga marginata Willd) BY
DIFFERENT METHODS OF EXTRACTION, CHEMICAL CHARACTERIZATION
AND CYTOTOXICITY

AUTHOR: Déborah Cristina Barcelos Flores
ADVISOR: Dra. Claudia Severo da Rosa

The association between fruit ingestion and a healthy lifestyle reduces many types of diseases
including degenerative ones, due to the bioactive compounds present. Inga is considered an abundant
fruit in several environments and it is known to have bioactive compounds such as as phenolic
compounds (flavonoids such as anthocyanins, flavonols and their derivatives), phenolic acids
(benzoic, cinnamic acids and their derivatives) and coumarins. Among phenolics, flavonoids, phenolic
acids, tannins and tocopherols stand out as the most common antioxidants. Thus, this work aimed to
determine the bioactive compounds obtained by different extraction methods, in addition to the
characterization the chemical profile and the cytotoxicity of the shell and pulp fraction, and the Inga
seed. The toxicity of the extracts in the 3T3 cell line was analyzed by cell viability through MTT and
NRU tests. The hydroethanolic extracts were prepared at 70% (v/v) for the extraction of bioactive
compounds by conventional extraction, ultrasound and focused microwave. Analysis of total phenolic
compounds, flavonoids, DPPH (ICsp) and ORAC were performed, evaluating the time and
temperature, and the identification of the chemical profile by ESI-TOF-MS mass spectrometry. The
extract of the peel and pulp fraction of Inga in all concentrations was not cytotoxic, since the seed
extract showed toxicity for both tests, therefore, the research was carried out only with the extracts of
the peel and pulp. The extract obtained through conventional extraction had a higher content of total
phenolics, flavonoids and greater antioxidant capacity at 60 °C for 5 minutes. The temperature had a
significant effect for all determinations, while time had a significant effect only for the determination
flavonoids, with an interaction between time and temperature. For ultrasound extraction, the best
condition was at a temperature of 60 °C for 5 minutes, in which higher levels of bioactive compounds
were obtained. Only temperature had a significant effect, time only had an effect and interaction with
temperature in determining flavonoids. The extract obtained by the focused microwave extraction
showed a higher content of total phenolics, flavonoids and antioxidant capacity at 60 °C for 25
minutes. In this extraction method, as the time and temperature increased, the content of the extracted
compounds increased, presenting a significant effect and interaction between the variables for the total
phenolics. In addition to the determination of the bioactive compounds, the extracts obtained by
different extraction methods were also characterized, and in the conventional extraction 7 compounds
were identified, in the extraction by ultrasound and focused microwave extraction 11 equal
compounds were found, regardless of the method. In this sense, it can be inferred that the Inga peel
and pulp fraction is a good source of bioactive compounds with antioxidant action, being of great
interest in the extraction of these compounds for application in food products, in addition to
contributing to the reduction of waste.

Keywords: Toxicity. Conventional Extraction. Microwave. Ultrasound. Time and Temperature.
Antioxidants. Phenolic Compounds.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ considerado um pais com caracteristicas geograficas e climaticas favoraveis
a produgdo de frutas. No entanto, ainda ha um grande nimero de espécies de frutas nativas e
exoticas que permanecem inexploradas apesar de seu alto potencial nutricional e economico
(SCHIASSI et al., 2018). As frutas contém altos niveis de compostos bioativos, que fornecem
muitos beneficios a saude, e estdo presentes nos alimentos como constituintes naturais, sendo
considerados vitais para a manuten¢do da saude humana, prevenindo varias doengas como as
cardiovasculares, diabetes, obesidade, cincer e outras ou até mesmo amenizando certos
sintomas (COSTA et al., 2013). Estes compostos apresentam acdo antioxidante em alimentos
¢ atuam como antibacterianos, anti-inflamatorios, antialérgicos, antivirais, antitrombdticos,
vasodilatadores e anticancerigenos (XIE et al., 2015). Os compostos fenolicos sdo a principal
classe responsavel pela atividade antioxidante (CASTRO et al., 2018). Os antioxidantes
naturais t€ém despertado interesse devido a sua potencial eficacia e seguranga terapéutica, e
pelo fato de auxiliarem na prevengdo de doengas cronicas ndo transmissiveis, como cancer,
doengas cardiovasculares e cerebrovasculares (RUFINO et al., 2010). Os subprodutos das
frutas que geralmente sdo descartados podem ser utilizados para a extragdo desses compostos
para posterior aplicacdo em suplementos, aditivos alimentares, novos produtos alimenticios e
farmacéuticos (AYALA-ZAVALA et al., 2011).

O Inga (Inga marginata Willd) é considerado uma fruta nativa e exotica. A arvore ¢
perene e ¢ encontrada no Sudeste da América do Sul, possuindo cerca de 5 a 20 metros de
altura, sendo amplamente distribuida no territorio brasileiro, estando presente do Amapa ao
Rio Grande do Sul (MORIWAKI et al., 2017). Os frutos sdo em forma de vagem, comestiveis
e possuem muitas sementes, as quais estdo envoltas por uma polpa branca flocosa e
adocicada, sendo muito apreciada pelas populacdes da regido Amazonica (LIMA; SANTOS;
LA PORTA, 2018). Algumas espécies de Inga apresentam efeitos antidiarreico, anti-
inflamatdrio e antioxidante, que sdo atribuidos a presenga de compostos como saponinas,
taninos, compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos, entretanto poucos estudos a respeito do
Inga marginata Willd sdo encontrados (LIMA, 2015).

A obtengdo de extratos vegetais para obtengdo de compostos bioativos é de grande
importancia, podendo ser realizada por diferentes métodos de extragdo, desde a extracdo
convencional como por solido-liquido, aos mais rapidos e tecnoldgicos como extracdo
assistida por micro-ondas, ultrassom e outros. Sabe-se que alguns fatores influenciam na

extragdo, principalmente a parte do vegetal utilizada, o tempo, e a temperatura de extracdo
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(TIWARI et al., 2011). Além da extragdo, a caracterizagdo dessas substancias tem contribuido
para a identificacdo e comprovacdo da presenga dos compostos que possuem a agdes de
bioativos. A analise por espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray acoplada a
outros sistemas possibilita uma identificagdo cada vez mais abrangente e poderosa, com pouca
ou nenhuma preparagao da amostra (MIAO et al., 2011). Ha grande interesse e necessidade de
identificar esses compostos, mas também de avaliar se o extrato pode ou ndo apresentar
toxicidade para o organismo humano. Isso pode ser avaliado através da citotoxicidade que
consiste na capacidade de um composto induzir a morte celular, avaliando a viabilidade
celular in vitro (HARIHARAKRISHNAN et al., 2009).

Desta forma, este estudo teve o objetivo de realizar a extracdo dos compostos
bioativos do Inga marginata Willd por diferentes métodos de extragdo, a caracterizacio

quimica e a citotoxicidade dos extratos obtidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar as extracdes dos compostos bioativos do fruto Inga (Inga marginata Willd)
por diferentes métodos de extracdo, avaliar a citotoxicidade da fragdo casca e polpa e da
semente do fruto, analisar a acdo antioxidante e caracterizar quimicamente 0s extratos

obtidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos da fragdo casca e polpa, ¢ da semente de
Ingé, através da viabilidade celular;

o Obter extratos do Inga através da extragdo convencional, extracdo assistida por
ultrassom e extracdo assistida por micro-ondas focalizado;

e Quantificar o contetido de fendlicos totais e flavonoides totais dos extratos de Inga;

e Avaliar a capacidade antioxidante in vitro dos extratos pelos métodos de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity);

e Avaliar a influéncia do efeito das variaveis independentes (tempo e temperatura) nas
extragdes dos compostos bioativos e na capacidade antioxidante;

e Caracterizar quimicamente por ESI-TOF-MS os extratos de Inga.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos ou substancias biologicamente ativas normalmente sao
gerados através de metabolitos secundarios das plantas e sendo essenciais para varios
mecanismos vitais (ZAINAL- ABIDIN et al., 2017). Ocorrem em pequenas quantidades nos
alimentos e sdo considerados ingredientes ndo nutricionais, mas de grande importancia para a
saude e prevencdo de doencas. Sdo constituintes extra nutricionais que, proporcionam
beneficios de nutricdo e satde para o organismo humano, como efeitos anti-inflamatorios e
anticincer (COSTA et al., 2013; NOWACKA et al., 2018).

Os compostos fendlicos referem-se a um importante grupo de metabolitos secundarios
responsaveis pelo sistema de defesa da planta (DAI; MUMPER, 2010). A bioatividade desses
compostos apresentam uma ampla gama de beneficios, dentre os quais destacam-se a agdo
anti-inflamatdria, antialérgica, antimicrobiana, antioxidante, antitrombotica, e prote¢do contra
varias doengas cardiovasculares (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006;
PASHA et al., 2013). Sdo estruturas quimicas amplamente encontradas na natureza, formadas
por um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas, incluindo os seus grupos funcionais
(SILVA et al.,, 2010). Nos alimentos os compostos fendlicos (como acidos fendlicos,
flavonoides) sdo os principais constituintes antioxidantes (LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007). Em alimentos, os antioxidantes podem ser definidos como compostos
ou sistemas capazes de inibir ou retardar a formagdo de radicais livres e, consequentemente o
desenvolvimento de rancidez, odores desagradaveis e deterioracdo oxidativa (BREWER,
2011). Agem inibindo e/ou diminuindo os efeitos desencadeados pelos radicais livres, que sdo
espécies reativas derivadas do metabolismo do oxigénio com constituintes intrinsecos dos
alimentos (BARBOSA et al., 2010; ROCHA et al., 2013). Essas substancias previnem o
estresse oxidativo no organismo humano, causado pelo desequilibrio entre substancias
antioxidantes e agentes oxidantes, por isso ¢ recomendado na dieta o consumo de alimentos
que possuem substancias antioxidantes (VERMA; PRATAP, 2010). Os principais
antioxidantes naturais usados em alimentos sdo o acido ascorbico, os carotenoides e os
compostos fenolicos (flavonoides e acidos fendlicos) (BREWER, 2011).

Dentre os compostos fendlicos mais encontrados nos vegetais estdo os flavonoides
(que englobam as antocianinas e flavondis), os acidos fenolicos, os estilbenos (como o

resveratrol) e as lignanas (FRANCIS, 2000). Os flavonoides sdo o maior grupo entre os
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compostos bioativos conhecidos, com mais de 5000 compostos ja identificados sendo
encontrados em hortali¢as, frutas, cereais, chas, café, cacau, vinho, suco de frutas e soja

(FALLER; FIALHO, 2009).

3.2 INGA

O Ingéd (Inga marginata Willd) pertence a familia das Fabaceae também conhecida
como Leguminosae, subfamilia Mimosoideae ¢ tribo Ingae, possui cerca de 40 géneros ¢ sdao
350 a 400 espécies distribuidas na América tropical e subtropical, sendo conhecida
popularmente como ingd-mirim, inga-feijao, ou ingd-dedo (LORENZI, 2009; MORIWAKI et
al., 2017; LIMA; SANTOS; LA PORTA, 2018). A familia Fabaceae possui distribui¢do
cosmopolita, incluindo cerca de 650 gé€neros e aproximadamente 18000 espécies distribuidas
em trés subfamilias (Papilionoideae ou Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae),
representando uma das maiores familias de angiospermas e também uma das principais do
ponto de vista econdmico (SOUZA; LORENZI, 2005). A familia das leguminosas possui
importancia econdomica devido ao seu alto uso na alimentac¢do, em medicamentos, utilizagdo
da madeira, como corante ¢ gomas e para producdo de 6leo (AGUIAR, 2013). O nome do
género Inga deriva do vulgar indigena (tupi), angd = ingd, que significa “que tem semente
envolvida” (POSSETE; RODRIGUES, 2010).

O Inga ¢ encontrado nos paises da América do Sul e Central, sendo amplamente
distribuida no territorio brasileiro, distribui-se do Amapa ao Rio Grande do Sul. Possui uma
ampla faixa de adaptacdo ecologica e latitudinal, situada em solos imidos, abundante em orla
de matas, beira de rios, ¢ ao longo de estradas. A espécie Inga marginata Willd ¢ nativa da
Mata Atlantica, ¢ considerada de grande importancia para a regido do Médio Tibagi do estado
do Parana por contribuir com a manuten¢do do equilibrio ecologico e a ocupacdo de areas
degradadas. E considerada ecolégica devido a produgdo abundante de frutos, ¢ também ao
rapido crescimento. A arvore do Inga (Figura 1) possui de 5 a 20 metros de altura, o tronco ¢
um pouco tortuoso, com 20 a 50 cm de diametro e casca mais ou menos lisa de cor marrom
escura, provida de lenticelas, com folhas que medem de 10 a 30 cm de comprimento, verde-
escuro e lustroso. Suas flores sdo brancas e numerosas, arranjadas em cachos e possuem
frutos (Figura 2) do tipo legume, medindo de 5 a 15 cm de comprimento por 1 a 1,5 cm de

largura (LORENZI, 2002; BENDER et al., 2017).
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Figura 1 - Arvore (A) com flores (B) de Inga (Inga marginata Willd).

Fonte: Acervo pessoal do autor (2019).

Figura 2 — Fruto de Inga marginata Willd.

Fonte: Acervo pessoal do autor (2019).

As sementes (Figura 3C) s3o envoltas por uma polpa, (Figura 3B) normalmente
contém de 8 a 15 sementes por fruto. A polpa é comestivel com sabor adocicado, podendo ser

utilizado na fabricag@o de refrigerantes e sorvetes (LORENZI, 2002).
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Figura 3 — Partes do fruto Inga casca (A), polpa (B) e semente (C) separadas (Inga marginata

willd).

Fonte: Acervo pessoal do autor (2019).

Diversas espécies deste género sdo usadas por comunidades indigenas, sendo que
utilizam outras partes da planta, pois apresentam propriedades medicinais, podendo ser
utilizadas as folhas e flores no preparo de chas e para o tratamento de feridas, dores de
ouvido, descongestionante nasal (em caso de resfriado), curar espinhas, antipirético e para
lavagens intestinais, etc. Algumas comunidades indigenas também utilizam como
adstringente, antiartritica, antirreumatico, antidiarreico e anti-inflamatoria (LORENZI, 1998).
Na medicina popular, o fruto do Inga ¢ indicado no tratamento de ulceras, a casca ¢
adstringente ¢ hemostatica, e as raizes sdo indicadas para o tratamento de disenteria e diarreia
cronica. Estudos relatam a presenca de compostos bioativos como saponinas, taninos,
compostos fenolicos (flavonoides), triterpenos, apresentando atividade antitumoral (LIMA,
2015), bem como atividade antimicrobiana e antifingica em extratos de folhas da arvore de
Inga (MORIWAKI et al., 2017). Possui nas cascas compostos fenodlicos (taninos e
flavonoides), acidos fenolicos, saponinas, fitoesterdis e triterpenoides. Compostos esses
atuantes no organismo com atividade antibacteriana, antifingica, antitumoral, ¢ como
atividade antioxidante (EMBUSCADO, 2015).

Mas segundo pesquisadores, existem poucos estudos sobre o fruto de Inga marginata
Willd, sendo que este possui compostos bioativos com grande potencial para utilizagdo pelas

induastrias alimenticias, e farmacéuticas.
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3.3 METODOS DE EXTRACAO

A extragdo ¢ uma operagdo unitaria que envolve a separacdo de compostos de
interesse de uma matriz, seja ela so6lida ou liquida através de processos quimicos, fisicos e/ou
mecanicos, com o0 uso de solventes ou ndo. A busca por métodos de extragdo que sejam
eficazes e com baixo custo para obtencao de extratos é uma preocupacdo para as industrias. O
método de extracdo e as condigdes que essa operagdo € condicionada sdo de grande
importancia na obten¢do de um extrato concentrado, com bom rendimento dos compostos
bioativos, sem causar degradacdo (VIEIRA, 2015). Também o tipo de solvente utilizado,
assim como as condi¢des de extracdo tempo, temperatura, por exemplo, tem efeito na
eficiéncia de extracdo dos compostos fenolicos da matriz alimenticia. Os solventes com maior
eficiéncia de extragdo sdo os hidroalcodlicos, tais como metanol 70% e ctanol 70%
(BATAGLION et al., 2014)

Ao longo dos estudos, novas técnicas de extragdo foram sendo descobertas e
investigadas para melhorar a eficiéncia, obtendo maior rendimento em um curto tempo € em
baixas temperaturas de extragdo. As técnicas emergentes sdo, a extracdo assistida por micro-
ondas, extracdo assistida por ultrassom entre outras (SONG et al., 2011; CARRERA et al,,
2012).

3.3.1 Extracao Convencional

A extragcdo convencional normalmente fundamenta-se na utilizagdo de solventes
organicos para extrair os compostos de interesse de um soluto ou matriz, associado ou ndo ao
uso do calor e agitagdo (KOTOVICZ, 2014).

Para amostras solidas, ¢ transferido o analito em estudo para a fase liquida, composta
pelo solvente extrator adequado, esse processo também ¢ chamado de extragdo solido-liquido.
Na (Figura 4) pode-se ver o equipamento a chapa de aquecimento com agitacdo magnética.
Através desse método pode-se manter o material exposto ao solvente durante todo o periodo
de extracdo, mantendo o mesmo sob agitacdo constante ¢ com temperatura controlada, o que
possibilita melhor extracdo, evitando perdas de substancias através de altas temperaturas. Este
¢ considerado um processo simples, pois consiste em empregar calor e agitagdo a fim de
realizar a dissolu¢do das substancias presentes na amostra para o solvente extrator, porém

pode ser um processo demorado (CASTRO; CAPOTE, 2010).
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Figura 4 - Extra¢do convencional com chapa de aquecimento e agitagdo.

Fonte: Acervo pessoal do autor (2019).

A extragdo convencional de substincias antioxidantes com solventes organicos pode
ser eficiente para alguns casos, exigindo controle rigoroso de fatores como, a polaridade do
solvente utilizado, o tempo e a temperatura de extrag@o, pois pode ocorrer perda ou destrui¢dao

dos compostos antioxidantes (ANDREO; JORGE, 2006).

3.3.2 Extracao assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom, consiste na aplicacdo de ondas mecéanicas em uma
frequéncia acima do limiar da audi¢cdo humana (> 20 KHz). Estas ondas sdo geradas através
de um transdutor, que converte energia elétrica em energia mecanica. Dentre as vantagens
apresentadas por este método frente aos métodos convencionais estdo o menor tempo de
processo, o consumo baixo de solvente e a alta reprodutibilidade dos ensaios, sendo
considerada uma tecnologia de extragdo limpa e verde (CHEMAT; KHAN, 2011). A
eficiéncia da extracdo assistida por ultrassom ocorre devido a cavitagdo acustica no solvente
pela passagem de uma onda ultrassonica, permitindo uma maior penetragdo do solvente na
amostra, aumentando a superficie de contato entre o sélido e a fase liquida (ESCLAPEZ et al.,
2011). Quando ocorre o colapso das bolhas, sdo geradas ondas de energia muito elevadas na

zona de cavitagdo. Caso este processo ocorra proximo a parede celular da matriz vegetal, a
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energia gerada exerce um forte impacto sobre a superficie solida, aumentando assim a
permeabilidade da parede celular, favorecendo a entrada do solvente. Esse efeito ira aumentar
o processo de difusdo e reforgar a transferéncia de massa. Aliada a cavitagdo, o calor liberado
no colapso das bolhas aumenta a solubilidade dos analitos, aumentando a eficiéncia da
extragdo (VEILLET; TOMAO; CHEMAT, 2010; CAVALHEIRO, 2013).

A ruptura da parede celular devido a efeitos mecanicos da cavitacdo ultrassonica ¢
evidente na microscopia eletronica de luz ou de varredura de matrizes. Estudos observaram a
formacg@o de microfissuras de ruptura celular e a criacdo de poros nas superficies, melhorando
a permeabilidade dos compostos de interesse da matriz. Imagens microscopicas de elétron ¢
de luz da matriz celular sonicada mostram o aumento da acessibilidade do solvente a estrutura
interna, facilitando a liberagdo do composto alvo por meio da formacdo de microfissuras e
micro canais que melhoram a permeacdo do solvente na matriz. A modificacdo da superficie
da matriz aumenta a acessibilidade do solvente a estrutura interna e permite que o composto
alvo se dissolva no solvente. O ultrassom ¢ um método simples e versatil, de investimento
relativamente baixo e eficiente na obtengdo de varios produtos de importadncia comercial,
dentre eles os compostos bioativos. Outra vantagem ¢ a possibilidade de extracdo de
compostos sensiveis ao calor com elevado rendimento empregando baixas temperaturas
(TIWARI, 2015).

No banho de ultrassom (Figura 5A), a amostra (5B) fica em contato indireto com as
ondas ultrassOnicas, a energia ultrassonica ¢ produzida por uma cerdmica pizoelétrica disposta

entre duas chapas metalica (transdutor pizoelétrico) (MELECCHI, 2005).

Figura 5 - Banho de ultrassom (A). Extracdo de compostos bioativos do Inga por ultrassom

(B).

Fonte: Acervo pessoal do autor (2019).
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Muitos fatores estdo relacionados a eficiéncia do processo de extracdo utilizando
ultrassom, tais como, caracteristicas da planta, tipo de solvente, e as variaveis do processo
(frequéncia, temperatura, tempo e intensidade de sonicagdo) (WANG; WELLER, 2006). Em
relagdo a frequéncia, de acordo com o aumento desta varidvel menor a produgao ¢ intensidade

do efeito de cavitagdo (AMEER; SHAHBAZ; KWON, 2017).

3.3.3 Extracao assistida por micro-ondas focalizado

As micro-ondas s3o uma forma de energia eletromagnética ndo ionizante em
frequéncias que variam de 300 MHz a 300 GHz. Essa energia ¢ transmitida como ondas, que
podem penetrar em biomateriais e interagir com moléculas polares, como a agua, gerando
calor (SADEGHI; HAKIMZADEH; KARIMIFAR, 2017). Em matriz vegetal, a alta
quantidade de agua absorve fortemente a energia de micro-ondas, ocorrendo um aquecimento
interno, levando ao rompimento celular e facilitando o processo de extracdo. Além de ocorrer
a migracdo dos ions dissolvidos, aumenta a penetracdo do solvente dentro da matriz e facilita
a liberacdo dos compostos, aumentando o rendimento da extragdo (WANG; WELLER, 2006).
O processo de extragdo por micro-ondas envolve trés etapas sequenciais, primeiramente,
ocorre a separacdo de solutos dos sitios ativos da matriz da amostra sob temperatura e pressao
aumentada, em seguida, acontece a difusdo do solvente através da matriz da amostra, para
finalmente haver a liberacdo dos solutos da matriz para o solvente (ALUPULUI;
CALINESCU; LAVRIC, 2012).

Extrair compostos bioativos por micro-ondas apresenta grande potencial na
intensificagdo dos processos de extracdo de produtos naturais, devido principalmente ao
tempo de extragdo e ao consumo de solventes, ¢ ainda apresentam maiores rendimentos e
melhor qualidade dos extratos. Além disso, a utilizacdo de equipamentos menores € tempos
reduzidos de operagdo requerem menores gastos energéticos, diminuindo custos e
promovendo o uso de uma técnica de extragdo verde (LI et al., 2010; GALAN et al., 2017).

Para um processo de extragdo eficiente de compostos fendlicos com a utilizagdo de
micro-ondas ¢ fundamental que se atente a varios fatores, como por exemplo, a poténcia,
tamanho de particulas, tempo e temperatura de extragdo (BOURAS et al., 2015).

A extragdo com solvente utilizando o forno micro-ondas pode ser realizada em sistema
fechado (sob pressdo controlada) ou aberto (sob pressdo atmosférica). O sistema aberto €
conhecido como extracdo assistida por micro-ondas focalizado onde a amostra ¢ aquecida de

forma homogénea utilizando as micro-ondas focalizadas na amostra (CAMEL, 2000).
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O forno de micro-ondas focalizado (Figura 6) caracteriza-se por incidir
uniformemente, mas ndo de maneira continua as micro-ondas e por possuir um dispositivo
que mede a temperatura no interior do mesmo. Pelo painel de controle, localizado na parte
externa do forno, € possivel programar ¢ monitorar a temperatura ¢ o tempo desejados para
cada processo (MATSUI, 2006).

Figura 6 — Equipamento (micro-ondas focalizado).

= = <>
S0 asass

Fonte: Acervo pessoal do autor (2019).

O equipamento mostrado na Figura 6, possui um magnétron que ¢ responsavel por
gerar as micro-ondas, as quais sdo propagadas por meio de um guia de ondas até a cavidade.
A quantidade de energia das micro-ondas incidentes ¢ controlada pela abertura de fendas
posicionadas em cada cavidade. A poténcia ¢ o tempo de abertura de cada fenda sdo
estabelecidos pela temperatura selecionada na programacio do equipamento. Sensores de
infravermelho posicionados abaixo de cada frasco reacional possibilitam o controle de
temperatura. A radiacdo eletromagnética ¢ aplicada diretamente na mistura solvente-amostra e
¢ convertida em calor, com isso as moléculas alvo migram da matriz para o solvente devido
ao aquecimento muito localizado. A absor¢do de energia das micro-ondas depende da

natureza do solvente e da matriz da amostra. Na extragdo de compostos termolabeis, a
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temperatura de extracdo ¢ particularmente controlada para evitar a degradacdo dos
componentes envolvidos (OUFNAC et al., 2007). Durante a extragdo assistida por micro-
ondas focalizado, ocorre o aquecimento dielétrico, chamado também de aquecimento por
micro-ondas, ¢ dependente da capacidade do material especifico para absorver a energia de
micro-ondas e converter em calor (solvente ou reagente) (KAPPE; DALLINGER;
MURPHREE, 2009).

3.4 CARACTERIZACAO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO
POR "ELECTROSPRAY” POR TEMPO DE VOO DE ALTA RESOLUCAO (ESI-TOF-MS)

A espectrometria de massa, do inglés (MS — Mass Spectrometry) ¢ uma técnica micro
analitica, amplamente utilizada para obter informagdo do peso molecular e de caracteristicas
estruturais da amostra. E uma técnica baseada na determinagio da relagdo entre a massa e a
carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa. Contém o sistema de introducdo de
amostra, fonte de ionizagdo, analisador de massas ¢ o detector. O processo se da inicialmente
pela injecdo da amostra no equipamento, no qual é conduzida até a fonte de ionizagdo. Na
fonte de ionizacdo, os componentes da amostra sdo convertidos em ions (positivos ou
negativos) sendo imediatamente acelerados através de um campo magnético em diregdo ao
analisador de massas. No analisador, os ions sdo separados de acordo com a sua relagdo m/z
especifica e, finalmente chegam ao detector. Cada ion gera um sinal proprio, transformando a
corrente de ions em pulsos elétricos, € que posteriormente serdo processados e analisados em
forma de espectro de massas por um software adequado instalado em um computador
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Dentre os tipos de analisadores de massa, pode ser citado o quadrupolo ¢ o tempo de
voo (TOF, do inglés Time-of-flight). O analisador tipo quadrupolo consiste em quatro barras
paralelas, arranjadas em dois pares opostos com diferentes potenciais elétricos entre eles, de
modo que a aplicagdo dessas voltagens afete a trajetoria centralizada dos ions. Isso permite
selecionar os ions que irdo atravessar o analisador e quais serdo desviados. As principais
vantagens dos instrumentos TOF sdo a faixa m/z que ¢ ilimitada, oferecem alta transmissdo de
ions e, portanto, contribuem para sensibilidade. O design e a constru¢do do instrumento TOF
¢ relativamente simples; instrumentos TOF modernos permitem medigdes com alta precisao
(SKOOG et al., 2010). O analisador por tempo de voo (time-of-flight TOF) possui como
principal diferencial a facilidade de operacdo, onde o principio de operagdo do TOF-MS

envolve a medida do tempo que um ion leva para atravessar a fonte de ions até chegar no
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detector, sendo que a separagdo ¢ baseada na cinética dos ions. Inicialmente, os ions entram
no TOF e recebem o mesmo pulso de energia. Em seguida, eles entram em uma regido livre
de potencial (tubo do TOF) e sdo separados pela razdo m/z. Desse modo, ions com diferentes
m/z possuem velocidades diferentes e, portanto, chegam ao detector em tempos diferentes. Os
ions mais leves chegam mais rapido ao detector do que os mais pesados (SILVERSTEIN;

WEBSTER; KIEMLE, 2006).

Figura 7- Equipamento, caracterizacdo por ESI-TOF-MS.

Fonte: Acervo pessoal do autor (2019).

Os processos de separagdo ¢ detecgdo podem ser escolhidos de acordo com a
sensibilidade, resolugdo e precisdo de m/z e custo. Com isso, surgiu a ionizagdo por
"electrospray" (ESI) como uma alternativa para geragdo de ions a partir de espécies pouco
volateis presentes em fase liquida. O ESI é uma das principais técnicas de ionizagdo a pressdo
atmosférica, que permite a formacdo de fragmentos de macromoléculas a partir do ion
precursor quando ionizadas. Essa técnica ¢ perfeita para analise de espécies ndo volateis e
para estudos de especiagdo, devido a muitos dos ions gerados na fase gasosa manterem
exatamente a mesma carga ¢ estrutura das espécies em solugdo (MORAES; LAGO, 2003).
Essa técnica possibilita a protonagdo (modo positivo, [M+H]+) e a desprotonagdo (modo
negativo, [M-H]-) de moléculas de diferentes massas molares, facilitando a identificagdo de
diversos compostos sem efetuar o uso de bibliotecas de espectros (SISMOTTO; PASCHOAL;

REYES, 2013). A geragao de ions por electrospray possibilita a caracteriza¢do detalhada ndo
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apenas de compostos volateis e termicamente estaveis, mas também de uma ampla variedade
de compostos ndo-volateis e termicamente labeis, como polimeros, biomoléculas, sais
organicos e inorganicos (VAZ et al., 2013).

A necessidade pela caracterizagdo de compostos quimicos se tornou imprescindivel e
indispensavel em analise de alimentos, caracterizando o composto estudado, pode-se ter o
conhecimento da estrutura e¢ composi¢do quimica do alimento, e consequentemente, o

conhecimento de suas propriedades e fungdes (SKOOG et al., 2010).

3.5 CITOTOXICIDADE IN VITRO

Os pesquisadores estdo cada vez mais preocupados em avaliar a toxicidade que pode
estar presente nos alimentos. Mas como o controle estd cada vez mais rigoroso em relagdo ao
uso de animais de laboratorio, ha a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que
consigam detectar a toxicidade de compostos que estdo presentes em extratos de plantas ou
frutos para uso em seres humanos, ndo causando reacdes adversas, ou lesdes ao organismo
humano (ROGERO et al., 2003). Atualmente células em cultura tem sido usadas para ensaios
de citotoxicidade, essas células sdo capazes de crescer e dividir-se normalmente in vitro, de
forma similar quando crescem in vivo, se os nutrientes necessarios forem fornecidos através
do meio de cultura (FRESHNEY, 2010). O termo citotoxicidade designa a medida do
potencial de um agente causar injuria celular. Os testes in vitro sdo uteis para a defini¢do da
citotoxicidade basal, assim como no estabelecimento do intervalo de concentracdo no qual o
agente toxico atua sobre a célula. Fatores importantes sobre os parametros citotoxicos estao
envolvidos, sendo que a indugdo de mutagdes ou a morte celular programada alguns fatores
sdo determinados nestes tipos de testes. Com o estabelecimento da dose em que 50% das
células sdo afetadas (ICso), € possivel comparar quantitativamente a resposta de um mesmo
composto em diferentes sistemas, ou de varios compostos em um unico sistema (KIRLAND
et al., 2007).

Neste contexto, os fibroblastos 3T3 (Figura 8) foram escolhidos para o presente
estudo por se tratar de uma linhagem celular que apresenta facilidade de obtencdo,
manuten¢do, manipulagdo e de por possuir a capacidade de se manter estavel. Estas células
estdo distribuidas ao longo do tecido conjuntivo dos animais, sendo as mais comuns. Além
disso, com base em estudos, os fibroblastos 3T3 sdo uma das linhagens recomendadas para a
realizag@o de testes de citotoxicidade, por serem as células constituintes do tecido conjuntivo,

que possuem muitas reagdes metabolicas (JACOB, 2011).
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Figura 8 - Linhagens celulares 3T3 (Fibroblastos murinos).

Fonte: American Type Culture Collection -ATCC (2019).

Varios métodos in vitro para avaliar a toxicidade de extratos alimenticios foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes testes consistem em colocar o material
direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se
ha ou ndo alteragdes celulares por diferentes mecanismos, entre os quais a incorporagdo de
corantes vitais ou a inibicdo da formagdo de colonias celulares. O parametro mais utilizado
para avaliar a toxicidade ¢ a viabilidade celular, que pode ser evidenciada pelo ensaio MTT
sal de brometo de 2,5-difenil-3, - (4,5-dimetil-2-tiazolil) tetrazolio, o qual mensura a atividade
mitocondrial de células vivas e representa um parametro de sua atividade metabolica (TANG
et al., 2007). O ensaio de MTT ¢ um teste laboratorial colorimétrico padrdo para mensurar a
proliferagdo celular. Consiste em um sal MTT de coloragdo amarela, o qual é reduzido na
mitocondria das células vivas através da clivagem da enzima succinato desidrogenase, em
cristais de formazan, que apresentam coloragdo purpura. A varidvel continua resultante da
quantidade de cristais formados ¢ diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. A
producdo de formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratoria, a densidade optica
(OD) resultante do Teste MTT ¢é determinada em espectrofotdmetro (BHATIA; YETTER,
2008).

Outro teste de viabilidade celular é o ensaio de captagdo corante de vermelho neutro
do Inglés Neutral Red Uptake (NRU), o qual que consiste na avaliagdo da incorporagdo e

ligacdo do corante (2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-cloreto de fenanzina). Esse teste
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consiste na habilidade de células viaveis incorporarem e ligarem o corante. Sua caracteristica
ligeiramente cationica permite ao corante penetrar na membrana celular por difusdo passiva
ndo—idnica, concentrando-se nos lisossomos, onde se fixa através de ligagdes eletrostaticas a
grupos anidnicos. A avaliacdo da viabilidade ¢ feita por espectrofotometro, sendo que quanto
maior a coloragdo, maior serd a absorbancia e consequentemente maior a quantidade de
células viaveis (RUDZOKS et al., 2011).

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relacdo aos in vivo, tais como poder
limitar o numero de varidveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente além
do periodo de teste ser em muitos casos mais rapido. O problema da extrapolagdo dos dados
obtidos in vitro para a aplicagdo clinica dos biomateriais pode ser superado pelo uso de
materiais de referéncia apropriados, atualmente em uso em clinicas. Estudos de testes com
culturas celulares podem ser utilizados com sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis
e financeiramente acessiveis para a execu¢do do estudo de biocompatibilidade in vitro

(ROGERO et al., 2003).
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Resumo

O objetivo foi avaliar a citotoxicidade da fragdo casca e polpa, e semente do Inga, extrair os
compostos bioativos e caracterizar quimicamente os extratos. Para a avaliagdo da toxicidade
da frag@o casca e polpa e semente na linhagem celular 3T3 (fibroblastos albinos suicos de
murideo), foram empregados os testes MTT e NRU. Apos obtencdo dos extratos com solugio
hidroalcodlico 70% (v/v), foram realizadas as andlises de fendlicos totais, flavonoides totais,
DPPH (ICs0) e ORAC, e a identifica¢do do perfil quimico por ESI-TOF-MS. A fra¢do casca e
polpa em todas as concentracdes ndo foi citotoxico, mas o extrato da semente apresentou
toxicidade. A melhor condi¢do de extragdo para a casca e polpa foi a 60 °C por 5 min, com
efeito significativo da temperatura, ja o tempo teve efeito significativo somente para a
determinacdo de flavonoides. Foram identificados 7 compostos quimicos na fracdo casca ¢
polpa do extrato do Inga.

Palavras-chave: [Inga marginata Willd, extragdo convencional, toxicidade, células,

antioxidante, parametros, compostos bioativos.

1. Introducio

Os compostos bioativos atuam no organismo humano diminuindo a incidéncia de
doengas como cancer, disfungdes cardiovasculares, inflamacdo, aterosclerose, declinio do
sistema imunoldgico, e apresentam atividade antiviral, além de prevenir processos
neurodegenerativos. Estes compostos estdo presentes principalmente em frutas, sendo de
grande interesse a forma como sdo extraidos (Kim, Moon, Tou, Mou, & Waterland, 2016). A
extracdo dos compostos bioativos é geralmente realizada por métodos convencionais,
empregando solventes organicos, associado ou ndo ao uso do calor e agitagdo. A vantagem

deste processo estd no baixo custo operacional e de capital. Além disso, os parametros tempo
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e temperatura devem ser avaliados, pois causam grandes efeitos na extracdo (Gonzalez-
Montelongo, Lobo, & Gonzalez, 2010; Medina et al., 2011).

O fruto do género /nga, conforme Lima, Santos, e La Porta (2018) ¢ utilizado na
medicina popular para o tratamento, como antirreumatico, antidiarreico e anti-inflamatorio.
Esta planta pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, esta presente no litoral e o
interior do Brasil, no sudeste da América Central e regido oeste da América do Sul. O nome
popular Inga ¢é de origem guarani, sendo que a espécie Inga marginata Willd é popularmente
chamado de inga-mirim ou inga-feijdo. Os frutos consistem em vagens compridas com muitas
sementes, sendo essas envoltas por uma polpa flocosa, adocicada e branca, sendo muito
apreciada pelas populagdes amazdnicas. Sabe-se que esse fruto possui compostos bioativos
importantes para a saude, prevenindo muitos tipos de doengas, entretanto a espécie estudada
carece de mais pesquisas (Bender et al., 2017; Moriwaki, Nakazato, Kobayashi, Morey, Faria,
& Lonni, 2017).

Desta forma, ha o interesse na extragdo dos compostos bioativos desse fruto, mas,
além disso, ¢ importante a avaliacdo destes extratos através dos testes de toxicidade, para
investigar se hd ou ndo potencial para a amostra ser toxica para o organismo humano. Os
testes de toxicidade em alimentos t€ém como objetivo principal detectar o potencial de uma
amostra em produzir efeitos letais ou subletais em sistemas biologicos a nivel celular. A
avaliagdo citotoxica tem sido utilizada para a determinagdo do potencial de aplicagdo
terapéutica de extratos alimenticios ou de novos compostos isolados (Santos Junior, Oliveira,
Guedes, Mota, & Magalhaes, 2016). E importante também a identificagdo dos compostos
bioativos de extratos alimenticios, tragando um perfil quimico dos compostos que estdo
presentes na matriz ¢ que comprovam suas propriedades (Whu, Qian, Walters, & Mennito

2015).
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Diante disso, essa pesquisa visa contribuir com a literatura, proporcionando
informagdes essenciais para que mais pesquisadores tenham conhecimento do fruto Inga
marginata Willd. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi extrair os compostos bioativos

com solugdo hidroalcoolica, avaliar a citotoxicidade e a caracterizagdo quimica do extrato.

2. Material e Métodos

2.1 Matéria-Prima

Os frutos do Inga marginata Willd foram colhidos no periodo de frutificagdo que foi
de janeiro a fevereiro de 2018 no Campus da Universidade Federal de Santa Maria, na cidade
de Santa Maria, RS, nas coordenadas geograficas de latitude (S) -29.714720, e longitude (W)
-53.717676. Foi feita uma separacdo manual da fracdo casca e polpa e sementes, depois foi
realizada a pré-secagem em estufa de circulagdo de ar forcada (Marconi, MA-035/100,
Piracicaba, Brasil) a 45 + 5 °C por 48 h. As amostras foram trituradas em moinho de facas
(marca Willy, modelo SL-31), passadas em peneira de 20 mesh, e armazenadas a temperatura
de -18°C. O material testemunho, os espécimes vegetais utilizados nesta pesquisa sdo
oriundos de plantas identificadas como Inga marginata Willd., pelo Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Santa Maria, que os depositou no herbario SMDB com

os seguintes registros (Zachia 6555 com flores, 6557 com frutos).

2.2 Citotoxicidade da Fracio Casca e Polpa e da Semente do Inga

A linhagem celular de fibroblastos albinos sui¢os de murideo (3T3), foi cultivada em
Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEN) com L-glutamina (584 mg.L") e na presenca
de antibidtico/antimicético (50 mg. mL™! de sulfato de gentamicina e 2 mg. L' de anfotericina
B), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) a 37 °C e com 5% de COs. As

células foram rotineiramente cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? e colhidas usando
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tripsina-EDTA quando uma confluéncia de cerca de 80% foi alcancada. Os efeitos citotoxicos
dos extratos foram avaliados em células 3T3 por brometo de 2,5-difenil-3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil) tetrazdlio (MTT), e pelo ensaio de viabilidade de captagdo corante de vermelho
neutro do Inglés Neutral Red Uptake (NRU). A reagdo do MTT ¢ uma medida da atividade
metabolica celular e ¢ baseado no protocolo descrito por Mossmann (1983), enquanto o
ensaio NRU reflete a funcionalidade dos lisossomos e das membranas celulares conforme
Borenfreund e Puerner (1985).

Inicialmente, as células 3T3 foram semeadas em placa de 96 pogos a uma densidade
de 1 x 10° células. mL™! e incubadas por 24 h sob 5% de COa, a 37 °C. Apds esse periodo, o
meio gasto foi substituido por 100 uLL de meio fresco, suplementado com 5% v/v de (FBS),
contendo as amostras (extratos na faixa de concentracdo de 15,6 a 500 ug. mL™"). As amostras
(casca e polpa) e (semente) foram liofilizadas e foram dissolvidas em 1 mL de Solu¢do salina
tamponada com fosfato (PBS) sem o uso do Dimetilsulfoxido (DMSO). As células de
controle foram tratadas apenas com meio contendo 5% v/v de FBS. As células foram expostas
durante 24 h a cada tratamento, apds o meio contendo as amostras foi removido, seguido pela
adicdo a cada poco de 100 uL de MTT (0,5 mg. mL!) ou corante NR (50 pg. mL'), ambos
dissolvidos em meio sem FBS. As placas foram posteriormente incubadas por 3 h, seguida da
remocgdo do meio, ¢ lavagem unica dos pogos do ensaio NRU em PBS. Depois disso, 100 uL
de DMSO foram entdo adicionados a cada pogo para dissolver o produto roxo de formazan
(ensaio MTT). Da mesma forma, para o ensaio NRU, foram adicionados 100 pL de uma
solucdo contendo 50% de etanol absoluto e 1% de acido acético em agua destilada para extrair
o corante. Apos 10 min de agitacdo a temperatura ambiente, a absorbancia das soluc¢des
resultantes foi medida a 550 nm, utilizando um leitor de microplacas, modelo (Multiskan FC
Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). A citotoxicidade de cada amostra foi expressa como

porcentagem de viabilidade em relagdo as células de controle ndo tratadas para tanto a
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densidade optica média das células ndo tratadas foi ajustada em 100% de viabilidade e em
termos de ICso (concentragdo necessaria para inibir processos biologicos e inviabilizar 50%
do total de células), calculado pelo ajuste da curva de porcentagem de sobrevivéncia celular

em relacdo as concentragdes do extrato.

2.3 Obtencao dos Extratos Hidroalcodlicos por Extracio Solido-Liquido

Os extratos de Inga foram obtidos preparados a partir de 2 g da frago casca e polpa do
fruto em um béquer contendo de 40 mL de etanol a 70% v/v. Em seguida esta mistura foi
levada ao agitador magnético com aquecimento (WEALAB WEA - AA1030B). Apds os
extratos foram centrifugados (Centrilab — SH 120) a 3000 rpm por 10 min e filtrados. O
volume foi ajustado e, ap6s foram acondicionados em frascos dmbar e armazenados em

freezer (-18°C).

2.4 Design Experimental

Para avaliar o efeito do tempo e temperatura, em relagdo a extragdo, foi realizado o
planejamento experimental 22 com o ponto central (3 repeti¢des) obtendo 7 ensaios conforme

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Planejamento experimental 22, variando tempo e temperatura.
) p p p

Experimento Tempo (min) Temperatura (°C)
1 5(-1) 30 (-1)
2 25 (+1) 30 (-1)
3 5(-1) 60 (+1)
4 25 (+1) 60 (+1)
5* 15 (0) 45 (0)
6* 15 (0) 45 (0)
7* 15 (0) 45 (0)

* 3 repeti¢oes do ponto central.

2.5 Determinacao do Teor de Fenolicos Totais

A determinacdo do contetido de fenodlicos totais foi realizada através do método de
Folin-Ciocalteu descrito por Singleton ¢ Rossi (1965) com modificagdes por Roesler, Malta,
Carrasco, Holanda, Sousa, e Pastore (2007). As leituras de absorbancia da reacdo foram
medidas a 760 nm usando um espectrofotdmetro UV-Vis (Biospectro, modelo: SP - 220). A
absorbancia do extrato foi comparada com uma curva padrdo de 4cido galico na faixa de
concentracdo de 10 a 500 mg. L. A concentragiio do teor de fenolicos totais foi expresso em

miligramas equivalente de 4cido galico por grama de amostra seca (mg EAG. g!).

2.6 Determinacio do Contetido de Flavonoides Totais

O teor total de flavonoides totais foi determinado usando o ensaio colorimétrico
desenvolvido por Zhishen, Mengcheng, e Jianming (1999). Para a determinagdo foram
realizadas as leituras com a absorbancia a 510 nm, em espectrofotometro (Biospectro,

modelo: SP - 220). A absorbancia do extrato foi comparada com uma curva padrdo de
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quercetina nas concentragdes de 25 a 200 mg.L!. O teor total de flavonoides foi expresso em

mg equivalente de quercetina por grama de amostra seca (mg EQ. g'!).

2.7 Determinac¢ido da Capacidade Antioxidante pelo método de DPPH

A atividade de eliminagdo de radicais dos extratos em relacdo ao radical (2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl) (DPPH) foi determinada utilizando o método de Brand-Williams,
Cuvelier, e Berset (1995). Foi colocado 2,5 mL de uma solugdo metandlica de DPPH 0,1 mM
com 0,5 mL de solugdes contendo concentragdes crescentes dos extratos, por 30 min e
auséncia da luz. Foi realizada uma solugdo “controle” com 2,5 mL da solucdo metanolica de
DPPH em 0,5 mL de metanol em substituicdo do extrato. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (SP- 220 marca Biospectro) no comprimento de onda de 517nm. A
capacidade de sequestrar radical livre foi calculada conforme a Equagdo 1, e expressa como
percentual de inibigdo de oxidagdo do radical. A atividade de eliminacdo foi medida através
da diminui¢do da absorbancia das amostras em comparag¢do com o padrao DPPH.

%DPHHradicalscavenging = [(AO - As) - AO] x 100 Equagéo (1)

Onde AOQ ¢ absorbancia controle, As ¢ a absorbancia da amostra. Para a determinagdo
do ICso foi utilizado a equacdo da reta obtida dos valores da absorbancia (AA%) das
concentragdes crescentes das amostras, substituindo o valor de Y por 50, obtendo-se o valor
de X como a concentragdo da amostra com capacidade para reduzir 50% do DPPH. A
concentracdo apresentou 50% de atividade de inibi¢ao radical (ICso), expressa em mg extrato.
mL!, que foi determinado a partir do grafico da atividade de eliminacio de radicais livres (%)
contra o extrato concentragdo. Onde o resultado serd expresso em Trolox Equivalente a

Capacidade Antioxidante (umol TEAC. g!).
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2.8 Determinacio da Capacidade Antioxidante pelo método ORAC

O ensaio de ORAC foi realizado como descrito por Ou, Hampsch-Woodill, e Prior
(2001). A capacidade de desativar o radical (ROOe) é medida pelo monitoramento do
decaimento da fluorescéncia. A presenca de compostos desativadores do ROOe diminui a taxa
de decaimento da fluorescéncia. A fluorescéncia foi entdo medida a cada min (comprimentos
de onda de 485 nm e 528 nm foram utilizados para excitagdo e emissdo, respectivamente) a
37°C durante 90 min. A capacidade antioxidante foi determinada utilizando area sob a curva
(AUC) e os resultados foram comparados com uma curva de referéncia de Trolox (0 - 96

umol. L) e expressos em umol Trolox. g™ de amostra seca.

2.9 Caracterizacao quimica dos Extratos de Inga por ESI-TOF-MS

Os extratos do Inga 50 pL foram diluidos em 2 mL de acetonitrila (ACN) H>O (1:1)
com &cido formico a 0,1% quando o modo positivo de ionizacdo por electrospray foi usado. E
em modo negativo, foi adicionado 50 ul. dos extratos de Inga dissolvidos em 2 mL de
metanol e 50 pL de hidréxido de amdnio. Foram identificados através da espectrometria de
massa por tempo de voo de alta resolugdo, com ionozacdo por electrospray (ESI-TOF-MS,
Xevo G2 Q-ToF, Waters, EUA). Os espectros de massa foram adquiridos de 50 a 1000 Dalton
(Da) e a detecgdo por ESI-TOF-MS foi realizada no modo de ion positivo e ion negativo com
tensdo capilar de 2,00 kV, tensdo de cone de 20 V, e uma tensdo do cone extrator de 3,0 V. As
taxas de fluxo do gas de dessolvatagio e do cone de gas foram 500 L.h! e 10 L.,
respectivamente. A temperatura de dessolvatagdo foi ajustada para 500 °C e a temperatura da
fonte para 150 °C. J& para o modo de ion negativo com tensdo capilar de 2,5 kV, tensdo de
cone de 40 V e tensdo de cone de extrator de 4,0 V. As taxas de fluxo do gés de dessolvatacio
e do cone de gis foram de 200 L.h' e 10 L.h'!, respectivamente. A temperatura de

dessolvatacdo foi ajustada para 450 °C e a temperatura da fonte foi de 150 °C. O controle do
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sistema e a aquisi¢do de dados foram realizados usando o software MassLynx V 4.1. O

instrumento de massa foi calibrado para melhorar a exatiddo e precisao.

2.10 Analise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicada e os resultados foram expressos em
valores médios e desvio padrdo (DP), e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey com um nivel de significancia de 95% (p < 0,05). A andlise estatistica dos dados foi
obtida através do software Statistica® 10.0 (Stat Soft, Inc., EUA).

Para andlise de citotoxicidade os dados analisados foram submetidos a andlise de
variancia unidirecional (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Dunnet’s em
multiplas comparagdes, considerando haver diferenca significativa quando um nivel de p <
®

0,05 for alcancado. A andlise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism

6.0

3. Resultados e Discussao

3.1 Ensaios de citotoxicidade da fracio casca e polpa e semente do Inga

Foi realizada a avaliag@o da citotoxicidade dos extratos da fragdo casca e polpa e da
semente de Ingd através da viabilidade da linhagem celular 3T3, pelo teste MTT e NRU,

como mostrado na Figura 1 e 2.
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Figura 1. Avaliacio da atividade citotéxica da fracdo casca e polpa do Inga marginata Willd pelo teste

MTT e NRU, por 24 h em diferentes concentracdes da amostra.
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Na figura 1 as diferentes concentragdes da amostra foram avaliadas em relagdo a
viabilidade celular em comparacdo as células controle, as quais estdo com viabilidade de
100%. E possivel visualizar que os extratos em todas as concentragdes para o teste MTT, ndo
apresentaram agdo citotoxica, pois a viabilidade celular de todas as amostras foi maior que
90% e ndo houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle. Para o teste NRU
os extratos em todas as concentragdes ndo apresentaram agdo citotoxica, pois a viabilidade
celular de todas as amostras estava a 100%, ndo apresentando diferenga estatistica
significativa em relacdo ao controle. Para os estudos de Furtado et al. (2014) os ensaios de
citotoxicidade dos o6leos de Inga laurina Willd mostraram que todos os 6leos da casca e das
folhas apresentaram baixa toxicidade nas concentragdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 ¢ 4
pg. mLL,

Na Figura 2 ¢ possivel observar a toxicidade do extrato da semente em diferentes
concentracdes da amostra. Foram expressas como porcentagem de viabilidade em relagdo as

células de controle, as quais estdo com viabilidade de 100%.
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Figura 2. Avaliacio da atividade citotéxica das sementes do Inga marginata Willd pelo teste MTT e NRU,

por 24 h em diferentes concentracdes da amostra.
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E possivel visualizar que o extrato nas concentragdes mais baixas (15,6, 31,2 ¢ 62,5
ug. mL) para o teste MTT foi pouco citotoxico, obtendo uma viabilidade celular de 94%,
97% e de 89% respectivamente, ndo havendo diferenga estatistica significativa nessas
concentracdes em relacdo ao controle. J4 nas concentragdes 125, 250 e 500 pug. mL! houve
toxicidade, apresentando uma viabilidade celular de 86%, 24% e 8% respectivamente,
diferindo estatisticamente em relagio ao controle para a concentragio de 125 pg. mL’!
(p<0,05) e para 250 e 500 pg. mL! (p<0,0001).

Para o teste NRU houve também toxicidade, ja4 em concentracio de 62,5 pg. mL! com
viabilidade celular de 88% e também nas concentragdes 125, 250 e 500 pg. mL™!, com 62%,
40% e 42% respectivamente, havendo diferenga estatistica significativa (p <0,0001) em
relacdo ao controle.

Com base nos resultados apresentados na Figura 2, os extratos das sementes de Inga
apresentaram toxicidade para o teste de MTT (a partir de 125 pug. mL™!), e para o teste de
NRU (a partir de 62,5 pg. mL!). As sementes de frutos podem conter substincias toxicas,
como taninos ou acidos, e também podem conter a glicosideos e fenolicos cianogénicos, com

alto contetido de cianeto. A semente quando sofre quebra ou maceracdo altera o conteudo de
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compostos ¢ produz substancias toxicas, podendo ser explicado pelo fato de liberar
substancias para a defesa da planta (Senica, Stampar, Veberic, & Mikulic-Petkovsek, 2017).
Em relag@o ao ICso (concentragdo que causa 50% de morte da populagdo celular) este
foi calculado pelo ajuste da curva de porcentagem de sobrevivéncia celular em relagdo as
concentracdes do extrato de Inga. Na tabela 2 estdo mostrados os valores de ICso encontrados

para os diferentes extratos avaliados.

Tabela 2. Estimativa do ICs, de citotoxicidade de amostras de Inga (fracio casca e polpa e da semente),

pelo teste MTT e NRU.

Amostra (Ingd) ICso (ng. mL™)
Casca e polpa (MTT) >500=+1,54
Casca e polpa (NRU) > 500 +£2,09

Semente (MTT) 168,433 + 1,30

Semente (NRU) 205,042 = 1,01

Os resultados foram obtidos pela média + dp (n = 3).

Para a fracdo casca e polpa (Tabela 2) pela estimativa do ICso, 0s extratos em
concentragdo maior de 500 pg. mL™"! podem causar a morte de 50% da populagio de células,
ou seja, em concentragdes mais eclevadas. Para a semente, os extratos em baixas
concentragdes como em 168 e 205 ug. mL™! ja ocasiona 50% da morte celular. Com base nos
resultados obtidos de citotoxicidade dos extratos da semente, foram estudados apenas os

extratos da fragdo casca e polpa do Inga.

3.2 Avaliacio do Tempo e temperatura na extracio de compostos fenoélicos, flavonoides e

capacidade antioxidante dos extratos
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Com o objetivo de obter os extratos de Inga com maior teor de compostos bioativos e
capacidade antioxidante, foram avaliadas as variaveis independentes de tempo e temperatura
de extragdo. Os valores da determina¢do dos compostos bioativos do extrato da fragdo casca e

polpa do Inga sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor de fenélicos totais, DPPH, capacidade inibitéria (ICs)), e capacidade de absorc¢io de

radicais livres de oxigénio (ORAC) do extrato da fracio casca e polpa.

- Tempo Compostos DPPH ORAC
Condicdo . Temperatura 1 ICso 4
(min) °C) Fenolicos (nmol. (mg.mL") (umol Troloxg!)
(mgEAG.g") TEACg") &

1 5 30 147,33+ 2,20¢ 19,01+2,60¢ 2,06+ 1,132 122,18+ 3,504

2 25 30 155,1146,98¢  20,25+4,02¢¢ 1,88 +2,14*  125,98+1,10%

3 5 60 200,38+ 5,022 42,05+ 5,122 0,94+0,22°  146,64+2,40°

4 25 60 177,88 £3,84> 35,57+ 1,60 1,10+0,26¢  141,86+3,55°

5% 15 45 163,62 +£1,27¢ 22,2241,01¢ 1,78 +1,58 131,51+2,47¢

*Valores médios referente a repeticdo do ponto central.

Valores expressos como média + desvio padrdo com diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.

EAG= equivalente a acido glico. TEAC = Trolox equivalente a capacidade antioxidante.

O teor de compostos fendlicos totais presentes no extrato da casca e polpa na melhor
condi¢do, (temperatura de 60 °C a 5 min), foi de 200,38 mg EAG.g'!, com diferenca
estatistica significativa (p<0,05) das demais condigdes. De acordo com Pompeu, Rogez,
Monteiro, Sirlene, Tinti, e Carvalho (2012) estudando a extra¢do dos compostos fendlicos das
folhas de Inga edulis por 1 h a 60°C, obtiveram um teor de fendlicos de 24,50 mg EAG.g!. O
teor desses compostos pode ser influenciado por fatores como espécie, praticas de cultivo,
origem geografica, estagio de maturacdo, condi¢des de colheita ¢ armazenagem (Vieira,
Sousa; Mancini-Filho, De Lima & 2011), assim como as condigdes de extragdo
principalmente o tempo e temperatura. A extragdo depende da taxa de dissolucdo de

compostos ¢ a rapidez com que atingem a concentragdo de equilibrio do liquido. No entanto, o
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tempo de extragdo prolongado pode ser indesejavel uma vez que pode expor os compostos
bioativos ao risco de degradacao oxidativa, e com isso degradou os compostos (Madhujith &
Shahidi, 2006).

Na Figura 3, a qual mostra o Diagrama de Pareto, pode ser visto os efeitos da
temperatura ¢ do tempo na extragdo dos compostos bioativos. Pode-se observar que na
extracdo dos compostos fenodlicos a temperatura teve efeito positivo e significativo (p <0,05).

Com o aumento da temperatura para 60 °C houve maior extragdo dos compostos
fenodlicos, isso pode ser explicado pelo fato de que com a elevagdo da temperatura ocorreu o
aumento dos coeficientes de difusdo e a solubilidade dos fenolicos, assim aumento o
rendimento de extragdo destes compostos. Nos estudos de Wang, Sun, Cao, Tian, ¢ Li (2007),
o aumento da temperatura favoreceu a liberag@o de fendlicos ligados na amostra com a quebra
dos constituintes celulares das células vegetais, o que leva a um aumento da permeabilidade
da membrana celular. A temperatura elevada pode aumentar a taxa de extracdo e, assim,
reduzir o tempo para alcangar a recuperacdo maxima do conteudo de fendlicos, mas
temperaturas acima de 70 °C sdo favoraveis a quebra dos compostos, ocorrendo a degradacéo
térmica (Thoo, Ho, Liang, Ho, & Tan, 2010). O tempo ndo teve efeito significativo na
extracdo dos fenolicos, ¢ ndo houve interagdo entre o tempo e a temperatura, inclusive em
outros estudos (Ghitescu; Volf; Carausu; Bithlmann; Gilca; e Popa 2015), onde a utilizagdo de
longos periodos de extracdo aumentou a oxidacdo dos fendlicos. Assim, prejudicando a

qualidade em termos de concentragdo de fenolicos dos extratos obtidos.
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Figura 3. Diagrama de Pareto, efeito do tempo e temperatura sobre os teores de compostos fenélicos totais

(A), flavonoides totais (B), e atividade antioxidante DPPH (C) ICsy (D) e ORAC (E), do Inga.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Fenicos Totais
2(2.0) design; MS Residual=21,77633
DV: Fendicos Totais

A

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Flavonoides Totais
2°(2-0) design; MS Residual=, 0006036
DV: Flavonoides Totais

(2)Temperatura

(1)Tempo

B

(2)Temperatura

p=.06
Stendardized Effect Estimate (Absolute Value)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: DPPH
27(2-0) design; MS Residuak=29,85845
DV: DPPH

127, 1

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: IC50
2**(2-0) design; MS Residual=,046481
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1by2

,7885176

(1)Tempo -,046383

p=,06
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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27%(2-0) design; MS Residual=4,771895
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E
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9,302041

p=,06
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Segundo o Diagrama de Pareto, que pode ser visto na Figura 3 (B), para a

determinagdo dos flavonoides totais houve interacdo entre o tempo e temperatura, com efeito
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significativo (p<0,05), sendo que a condi¢dio 1 apresentou (9,02 mg EQ.g') a condigio 2
(9,91 mg EQ. g'!), a condi¢dio 3 que obteve melhor rendimento (13,12 mg EQ. g!), a condigio
4 (12,06 mg EQ. g') e a condigiio 5 referente ao ponto central apresentou (11,04 mg EQ. g™).
A temperatura foi a varidvel que apresentou maior influéncia sobre a extragdo e teve efeito
positivo, indicando que o aumento da temperatura levou a um aumento no teor de flavonoides
totais. No entanto, o tempo teve efeito significativo, porém negativo. A melhor condi¢do de
extracdo foi em temperatura a 60 °C, e no tempo de 5 min obtendo-se 13,12 mg EQ. g'. No
trabalho de Silva, Souza, Rogez, Rees, e Larondelle (2007b) foi encontrado um menor teor de
flavonoides para Inga edulis com 5,50 mg EQ. g!, entretanto, a extragdo foi de 24 h a 40 °C
sem agitagcdo, valor menor ao verificado neste trabalho. Isso pode ser explicado pela baixa
temperatura ¢ longo tempo de extragdo sem agitacdo. Migliato et al. (2011) investigou a
influéncia da temperatura na extragdo de flavonoides dos frutos de Syzygium cumini (L.) e
observou que o aumento da temperatura afetou positivamente a extracao de flavonoides.
Como houve interagdo entre tempo e temperatura na determinagdo dos flavonoides

totais, foi gerado o grafico tridimensional da superficie de resposta (Figura 4).
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Figura 4. Superficie de resposta para a varidvel dependente flavonoides totais de acordo com as variaveis

independentes, tempo (min) e temperatura (°C).

Fitted Surface; Variable: Flavonoides Totais
2**(2-0) design; MS Residual=,0006036
DV: Flavonoides Totais

S\E\Qk_sap\p\ml\%\i

> 13
<125
<115
<105
B <95
B <85

De acordo com a Figura 4 foi observado que, a medida que a temperatura foi
aumentando até 60 °C, maior foi o teor de flavonoides. J4 o tempo, em determinado intervalo
o teor diminuiu, o tempo foi significativo, porém negativo, assim como foi visto no diagrama
de Pareto (Figura 3), que quanto maior o tempo, menor o teor de flavonoides.

Com o objetivo de avaliar os pardmetros estatisticamente, ¢ apresentado na Tabela 4 a
verificagdo da andlise de varidncia (ANOVA) e o teste de falta de ajuste, relacionando o

ajuste do modelo aos dados e a significancia estatistica do modelo experimental.
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Tabela 4. Analise de varidncia (ANOVA), e teste de falta de ajuste para flavonoides totais.

SS Df MS F P R?
(ajustado)
Flavonoides 0,36
(1) Tempo 0,00722 1 0,007225 8,67 0,002858%*
(2) Temperatura  9,76562 1 9,765625 11718,75 0,000085*
1x2 0.95062 1 0.950625 1140,75 0,000875%*
Falta de Ajuste 0,00014 1 0,000144 0,17 0,717949
Erro Puro 0,00167 2 0,000833
Total SS 10,72529 6
Regressdo 9,77285 2 4,886425 20,52180 0.004886*

Residual 0,95244 4 0,238109

(*) Houve efeito significativo considerando 95% de significancia.

De acordo com a Tabela 4, o coeficiente de determinagdo R? representa o poder
preditivo da sua reta de regressao. O valor de R? obtido foi de 0,86 indicando que este modelo
¢ adequado e demonstra ajuste do modelo aos dados. Os dados da analise de varidncia
(ANOVA) e o teste de falta de ajuste demonstram a significancia estatistica do modelo na
explicacdo das variagdes experimentais, nessa analise deve-se observar o valor de p dos
desvios de regressdo. O p-valor para o teste de falta de ajuste ndo foi significativo, assim
indicando que ndo ha falta de ajuste nesse modelo em um nivel de confianga de 95%, sendo
preditivo.

Para a determinagdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH a melhor
condicdo de extracdo foi também na temperatura a 60 °C no tempo de 5 min, na qual foi
obtido o valor de 42,05 umol TEAC.g"' de Ingi. Conforme figura 3 (C) no Diagrama de
Pareto, somente a variavel temperatura teve efeito significativo e positivo (p<0,05), na
extragdo dos compostos antioxidantes. Na figura 3 (D) para o ICso ¢ apresentado o Diagrama
de Pareto e seus efeitos onde observa-se que ndo houve intera¢do entre as variaveis, e somente

a temperatura teve efeito significativo (p<0,05) na extracdo. A Tabela 3 mostra que a
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condi¢do 3 (60 °C a 5 min), apresentou um ICsp baixo em torno de 0,94 mg. mL’
consequentemente alta atividade sequestradora de radicais livres, sendo que a temperatura
teve efeito significativo. O aumento da temperatura influenciou nos resultados, confirmando o
menor ICso.

No Diagrama de Pareto Figura 3 (E), pode-se observar que somente a temperatura teve
efeito significativo e positivo, a medida que a temperatura aumentou para 60 °C o valor da
capacidade antioxidante (condicio 3) aumentou para 146,64 pmol Trolox. g'. Estudos
realizados mostram que para os compostos antioxidantes terem uma extragdo eficaz em matriz
vegetal, deve-se levar em conta alguns fatores, como o solvente escolhido e a temperatura,
aliados a agitagdo mecanica irdo influenciar. Entretanto, deve-se ter cuidado com o limite
maximo de temperatura para cada matriz a ser empregada para evitar a degradacdo,
polimerizagdo ¢ oxidagdo dos compostos fendlicos (Peixoto Sobrinho, Gomes, Cardoso,

Amorim, & Albuquerque, 2010).

3.3 Identificacdo de compostos e perfil quimico

Foram identificados por espectrometria de massa por tempo de voo de alta resolucdo 7
compostos quimicos (Tabela 5), nos extratos da fragdo casca e polpa do Inga por extracdo

solido-liquido (extragdo convencional).



Tabela 5. Identificacio dos principais compostos bioativos da fracio casca e polpa de Inga marginata

Willd por ESI-ToF-MS, modo positivo e negativo de identificacio

NO

Massa experimental

(m/z)

Massa Teorica
(m/z)

Erro puro
(ppm)

Possivel
estrutura
molecular

Compostos

381.0803

381.822

C17H16010

6-O-B-D-
Glucopyranosyl-5-
hydroxyangelicin
(Chang et al.,
2005)

307.1766

307.1757

2.9

C14H2607

acido d-
glucurodnico (Rat,
Mathiron,
Michaud,
Kovensky, e
Wadouachi, 2007).

133.0137

133.0137

0.2

C4Hs05

Acido malico (Lin
et al., 2014).

255.2341

255.2324

6.7

Ci6H320:

Acido palmitico
(Nwozo, Ajayi, e
lorliam 2013).

191.0205

191.0192

6.8

CsHs07

Acido citrico
(WILLIAM et al.,
2018)

377.0854

377.0873

CisHi509

Acido cafeico
(Totha, Toth, e
Kery, 2014)

7

341.1075

341.1084

2.6

C12H» 01

Sacarose (Hussain
et al., 1990).

*m/z: razdo massa (m) sobre a carga (z).
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Através da analise de caracterizacdo dos extratos de Ingd por ESI-TOF-MS foi

identificado o composto 6-O-f-D-Glucopyranosyl-5-hydroxyangelicin. Chang et al. (2005),

encontraram o mesmo composto nos extratos das folhas da planta Ficus ruficaulis Merr,

planta medicinal chinesa, e relataram apresentar acdo antioxidante e anti-inflamatoria.

Outros compostos de interesse que foram identificados sdo o acido malico e acido

citrico que estdo presentes nas frutas principalmente na casca. O acido citrico € utilizado em

industrias de alimentos como conservante natural, ¢ também como acidulante, no controle

microbiano. Esse composto ¢ considerado com potencial para atividade de controlar diabetes

e possuir atividade antioxidante (William et al., 2018). O 4cido malico também ¢ muito

utilizado nas industrias, como agente tamponante, aditivo alimentar, aromatizante, e
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conservante natural (Aydogan, Karakog, & Denizli, 2015). Este composto estd presente
normalmente em frutas 4cidas e, possui a¢do antioxidante frente a radicais livres (Silva,
Costa, Santana, & Koblitz 2010).

O 4cido cafeico ¢ um écido fendlico com atividade antioxidante, ou seja, que
desempenha papel importante nos processos de inibicdo do risco de doengas cardiovasculares
¢ podem atuar sobre o estresse oxidativo, estando relacionado com a prevengdo a diversas
patologias cronico-degenerativas, como diabetes, cancer e processos inflamatorios (Lii, Lin,
Yao, & Chen 2010).

Outro composto identificado foi o acido glucurénico (Tabela 5), o qual consiste em
unidades dissacaridicas que formam o 4cido hialurénico. Este composto ¢ particularmente
importante no mecanismo de desintoxicagdo das células, e ¢ encontrado em frutos (Zanuncio,
Colodette, Gomes, Carneiro, & Vital, 2013).

Além dos compostos encontrados na fracdo casca e polpa segundo a tabela 5, foi
encontrado também o acido palmitico, considerado “acidos graxos” essenciais ¢ que também
podem extar presentes em extrato de plantas. Tém papéis fundamentais no crescimento e na
manuten¢do de um estado equilibrado de satde e nutricdo humana (Simopoulos, 2011).

De acordo com Silva, Monteiro, Alcanfor, Assis, ¢ Asquieri (2003), a sacarose esta
inserida no grupo dos carboidratos e consistem em compostos organicos produzidos nas
células fotossintéticas das plantas, e sdo responsaveis pelo sabor doce em varios alimentos. A
sacarose ¢ de interesse das industrias de alimentos por ser como fonte de energia, adogantes

naturais, matéria-prima para produtos fermentados, dentre outras fungdes.

4. Conclusao

Nesse estudo foi possivel avaliar a citotoxicidade da fragdo casca e polpa e da semente

do Ingé pela viabilidade celular, através dos testes MTT e NRU. A fracdo casca e polpa em
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todas as concentragdes testadas ndo apresentou citotoxicidade para a linhagem celular 3T3. Ja
para o extrato da semente mesmo em baixas concentragdes apresentou citotoxicidade. Na
extracdo dos compostos bioativos, avaliando tempo e temperatura, a melhor condi¢do de
extragdo foi a 60 °C por 5 min, tendo a vantagem de ser um processo extrativo rapido, de facil
manuseio, baixo custo e alta obtengdo de compostos bioativos com capacidade antioxidante ¢
muitas outras propriedades benéficas a satde. A temperatura teve efeito significativo, sendo
que, a medida que foi aumentada, sendo que quanto maior a temperatura maior ¢ a quantidade
de compostos bioativos extraidos. J& o tempo teve efeito significativo somente para a
determinacdo de flavonoides totais. Além disso, foram identificados 7 compostos de interesse
que estdo presentes no extrato de Inga marginata Willd.

Assim, o extrato da frag@o casca e polpa de Ingé possui grande potencial de aplicagio
industrial para area de alimentos e farmacéutica, contendo importantes compostos bioativos ¢
alta capacidade antioxidante, podendo prevenir diversas doengas e auxiliando na vida de

prateleira dos produtos alimenticios.
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Resumo
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tempo e temperatura na extracdo de

compostos bioativos do Inga obtidos por ultrassom e micro-ondas focalizado, e identificar os
compostos quimicos presentes. Os extratos obtidos tanto por ultrassom como micro-ondas
focalizado foram preparados com etanol a 70% v/v. Foram realizadas analises de compostos
fendlicos totais, flavonoides totais, DPPH (ICs0) € ORAC, e a identificagdo do perfil quimico
foi realizada por ESI-TOF-MS. Para a extrac@o por ultrassom a temperatura apresentou efeito
significativo para todas as determinagdes, o tempo apresentou efeito ¢ houve interagdo entre
as variaveis somente para a determinagdo dos flavonoides totais. A melhor condicdo de
extracdo para extracdo por ultrassom dos compostos bioativos foi a 60 °C por 5 min. Para a
extragdo por micro-ondas focalizado, a melhor condi¢do foi na temperatura de 60 °C por 25
min. Neste método o tempo e a temperatura tiveram efeito significativo, sendo que a medida
que a temperatura € o tempo de extragdo foram aumentados, maior foi o teor de compostos
extraidos, mas somente houve interacdo entre as variaveis para compostos fenolicos totais.
Foram identificados 11 compostos quimicos de interesse, ¢ comprovando que o Inga possui
potencial para extracdo de compostos bioativos e merece maior estudo e valorizacdo de seus
compostos e capacidade antioxidante.

Palavras-chave: Inga marginata Willd, tempo, temperatura, atividade antioxidante,

caracterizacdo, extrag¢do verde.

1. Introducio

O consumo de frutas e vegetais tem atraido interesse crescente dos consumidores, a
isso se deve ao fato de que, a associagdo entre a ingestdo desses alimentos combinada com um
estilo de vida saudavel, pode reduzir doengas cardiacas, obesidade, cincer e outras doengas

degenerativas, devido os compostos bioativos presentes (Garcia-Salas et al. 2010). O Inga
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pertence a familia das Fabaceae ou Leguminosae, as espécies desta familia apresentam frutos

em formato de vagem (Moriwaki et al. 2017). A terminologia Ing4 deriva do nome popular

o~

indigena (tupi) anga, que significa sementes envolvidas. A espécie Inga marginata Willd

o~

popularmente conhecida como Ingé-dedo, Inga-feijao, Inga-amendoim ou Inga-mitdo, e

o~

encontrado desde o Amapa até o Rio Grande do Sul, no Brasil (Sousa et al. 2011). O fruto
comestivel, com muitas sementes sendo estas envoltas por uma polpa branca e adocicada
(Bender et al. 2017; Lima et al. 2018). O género Inga tem sido pouco estudado, sendo que
principalmente o fruto ¢ considerado um fruto abundante em diversos ambientes e possui
compostos extremamente importantes para a saide, podendo ser utilizado em produtos
alimenticios ou até mesmo na industria farmacéutica. Além disso, apresenta efeitos
importantes na medicina popular, utilizado no tratamento de ulceras e como anti-inflamatorio.
Possui nas cascas compostos bioativos como fenolicos (taninos, flavonoides, e &cidos
fenodlicos), saponinas, fitoesterdis e triterpenoides. Compostos estes atuantes no organismo
humano com atividade antibacteriana, antifingica, antitumoral, e antioxidante (Bittencourt et
al. 2015; Embuscado, 2015). Os flavonoides ¢ os acidos fendlicos também sdo conhecidos por
prevenir principalmente doengas cardiovasculares e carcinogénicas (Noratto et al. 2011).
Como essas e outras substancias com ac¢do de fitoquimicos presente no extrato sao de extrema
importancia, as técnicas de identificagdo auxiliam na caracterizagdo quimica, demonstrando e
caracterizando novas substancias e seus fragmentos que podem ser alvo de pesquisa para o
desenvolvimento de novos produtos, e também podem comprovar as propriedades dos
compostos bioativos na amostra (Viceconti et al. 2015).

O modo como essas substancias sdo extraidas ¢ importante, pois sendo compostos
sensiveis a degradagdo, desta forma, ¢ crucial escolher um método de extragdo eficaz para
garantir uma degradacdo minima. O objetivo dos métodos de extracdo verde ¢ alcancar uma

taxa de extragdo mais rapida, com uso mais eficaz de energia, aumento da transferéncia de
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massa ¢ calor. Além disso, busca-se tamanho reduzido de equipamento e redu¢do no nimero
de etapas do processamento, e assim evitando a degradacdo dos compostos de interesse
(Jacotet-Navarro et al. 2016). A extrag@o assistida por ultrassom e o uso de micro-ondas
focalizadas, sdo tecnologias amplamente usadas atualmente pelas vantagens que esses
métodos trazem em relagdo a outros. As extragdes por ultrassom podem ser concluidas em um
curto periodo de tempo com alta reprodutibilidade, reduzindo o consumo de solvente,
empregando temperaturas mais baixas, proporcionando maior pureza, € maior rendimento do
produto. A extracdo assistida por micro-ondas ¢ uma alternativa considerada verde, pois
requer menor gasto energético, menor tempo de extracdo, e baixo consumo de solventes
(Chemat et al. 2011; Barba et al. 2016). Além do método aplicado, a extracdo de compostos
bioativos ¢ afetada por muitos fatores, tais como o tempo e temperatura, que sdo considerados
parametros que afetam significativamente a eficiéncia dos processos de extragdes desses
compostos (Khoddami et al. 2013).

Este trabalho visa suprir a deficiéncia de pesquisas sobre o Inga, de modo a contribuir
com a literatura, proporcionando um direcionamento para futuros estudos. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos parametros tempo e temperatura na extragdo de
compostos bioativos do Inga, obtidos por ultrassom e micro-ondas focalizada, e identificar os

compostos presentes nos extratos.

2. Material e métodos
2.1 Amostras

Os frutos de Ingd, foram colhidos durante o periodo de frutificagdo de janeiro a
fevereiro de 2018, no Campus da Universidade Federal de Santa Maria, na cidade de Santa
Maria, RS, foram obtidos nas coordenadas latitude (S) -29.714720, e longitude (W) -

53.717676. Primeiramente, foi realizada separacdo da casca e polpa, e realizada a pré-
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secagem em estufa de circulacdo de ar forgada (Marconi, MA-035/100, Piracicaba, Brasil) a
45 + 5 °C por 48 h. As cascas ¢ as polpas foram trituradas em moinho de facas (marca Willy,
modelo SL-31) e passadas em peneira de 20 mesh, e armazenadas a temperatura de -18 °C. O
espécimes vegetais utilizados nesta pesquisa sdo oriundos de plantas identificadas como Inga
marginata Willd., seguindo de registro (Zachia 6555 com flores, 6557 com frutos) e

depositado no herbario SMDB da Universidade Federal de Santa Maria, RS.

2.2 Obtengdo dos extratos hidroetanolicos por ultrassom e micro-ondas focalizado

Foram pesados 2 g de amostra de Inga seco e moido, aos quais foram adicionados 40
mL de etanol a 70% (v/v). Em seguida esta mistura foi levada para extracdo em banho
ultrassonico com aquecimento (Elma, modelo D-78224, SINGEN/HTW, Alemanha) operando
em frequéncia de 25 kHz, poténcia de 100 W. No método de extragdo assistida por micro-
ondas focalizado, o procedimento para extragdo dos compostos, foi de acordo com Costa et al.
(2006), com modifica¢des. Para tanto, foram pesados 2 g de amostra de Inga seco e moido, os
quais foram transferidos para frascos de vidro, e a estes foi adicionado o solvente
hidroetandlico a 70 % (v/v). As extragdes foram realizadas em forno de micro-ondas
focalizado com duas cavidades equipadas com garrafas de vidro com capacidade maxima de
180 mL (Star System 2, 800W, CEM, Matthews, NC, EUA). Apds os extratos foram
centrifugados (Centrilab — SH 120) a 3000 rpm por 10 minutos e filtrados em papel filtro,
sendo o volume ajustado, ap6s foram acondicionados em frascos ambar e armazenados em

freezer (-18°C) até o momento das analises.

2.3 Design experimental

Para verificar a influéncia do tempo e temperatura na extracdo dos compostos

bioativos ¢ na atividade antioxidante obtidos por ultrassom e micro-ondas focalizado, foi
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realizado um planejamento experimental 22, com 2 niveis e 2 variaveis, 3 repetigdes no ponto
central, obtendo assim 7 ensaios conforme apresentados na Tabela 1. Essas condi¢des foram

determinadas apds testes preliminares da extracdo dos compostos bioativos do Inga.

Tabela 1. Planejamento experimental (22) utilizado nas extragdes dos compostos bioativos do Inga obtidos por

ultrassom e micro-ondas focalizado.

Experimento Tempo (min) Temperatura (°C)
1 5(-1) 30 (-1)
2 25 (+1) 30 (-1)
3 5(-1) 60 (+1)
4 25 (+1) 60 (+1)
5% 15 (0) 45 (0)
6* 15 (0) 45 (0)
7* 15 (0) 45 (0)

* Repeti¢des do ponto central.

2.4 Compostos Fenolicos totais, flavonoides e atividade antioxidante dos extratos obtidos por

ultrassom e micro-ondas focalizada

2.4.1 Determinagdo do teor de compostos fenolicos totais

A determinacdo do teor de compostos fenolicos totais nos extratos foi realizada através
do método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965), com modifica¢des por
Roesler et al. (2007). As leituras das absorbancias da rea¢do foram medidas a 760 nm usando
um espectrofotometro UV-Vis (Biospectro, modelo: SP - 220). A absorbancia do extrato foi
comparada com uma curva padrdo de acido gélico na faixa de concentragdes de 10 a 500 mg.
L!. A concentragio do teor de compostos fendlicos totais foi expressa em miligramas

equivalente de 4cido galico por grama de amostra seca (mg EAG. g).
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2.4.2 Determinagdo do teor de flavonoides

O teor total de flavonoides foi determinado usando o ensaio colorimétrico
desenvolvido por Zhishen et al. (1999). Para a determinagdo foram realizadas leituras em
espectrofotdmetro (Biospectro, modelo: SP - 220), no comprimento de onda de 510 nm. A
absorbancia do extrato foi comparada com uma curva padrdo de quercetina com faixa de
concentragdes de 25-200 mg.L™!. O teor total de flavonoides foi expresso em mg equivalente

de quercetina por grama de amostra seca (mg EQ. g).

2.4.3 Determinagdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH

A atividade de eliminagdo de radicais dos extratos em relagdo ao radical 2,2-diphenyl-
I-picryl-hydrazyl (DPPH) foi determinada utilizando o método de Brand-Williams et al.
(1995). A atividade de eliminago foi medida como a diminui¢do da absorbancia das amostras
em comparagdo com o padrdo DPPH. As absorbancias foram realizadas em espectrofotometro
(marca Biospectro ¢ modelo SP-220) no comprimento de onda 517 nm. Os resultados foram
expressos como porcentagem de atividade de eliminagdo radical (%) da DPPH radical de

acordo com a Equagéo 1.

%DPHHradicalscavenging = [(AO - As) - AO] x 100 Eq- (1)

Onde AQO é a absorbancia do controle, e As é a absorbancia da amostra. Para a
determinacdo do ICso foi utilizada a equagdo da reta obtida dos valores da absorbancia (AA%)
das concentragdes crescentes das amostras, substituindo o valor de Y por 50, obtendo-se o
valor de X como a concentracdo da amostra com capacidade para reduzir 50% do DPPH. A

concentracdo apresentou 50% de atividade de inibi¢do radical (ICso), expressa em mg extrato



63

mL!, que foi determinado a partir do grafico da atividade de eliminagio de radicais livres (%)

contra o extrato concentragao.

2.4.4 Determinagdo da capacidade antioxidante pelo método de ORAC

O ensaio de Capacidade de desativagdo do radical peroxila ROO+ (ORAC) foi
realizado como descrito por Ou et al. (2001). A capacidade de desativar o radical (ROOQO¢) é
medida pelo monitoramento do decaimento da fluorescéncia. A presenca de compostos
desativadores do ROO- diminui a taxa de decaimento da fluorescéncia.

Para avaliar a capacidade antioxidante dos extratos foram adicionados 25 pL de
extrato de ingd (100 mg. L"), e Trolox em tampdo fosfato de potéassio 75 mmol. L' (pH 7,4)
em uma microplaca, a qual foi incubada por 10 min a 37 °C. Apds, 150 pL de solugdo de
fluoresceina (81 nmol.L™"), foi adicionada a cada pogo como substincia geradora de
fluorescéncia. Foram adicionados 25 pL de 2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride (AAPH) (152 mmol. L'!) com a fungdo de gerar o radical peroxila. A
fluorescéncia foi medida a cada minuto nos comprimentos de onda de 485 nm e 528 nm, os
quais foram utilizados para excitagdo e emissdo, respectivamente durante 90 min a 37 °C. A
capacidade antioxidante foi determinada utilizando area sob a curva (AUC) e os resultados
foram comparados com uma curva de calibr¢do de Trolox na faixa de concentracdo (0 a 96

umol. L ) e expressos em pmol Trolox. g de amostra seca.

2.5 Identificacdo dos extratos de Ingd por ESI-TOF-MS

Do extrato do Inga foi retirado 50 pL e diluidos em 2 mL de acetonitrila (ACN) H,O
(1:1) com acido formico a 0,1% quando o modo positivo de ioniza¢do por electrospray foi
usado. Para o modo negativo, onde foram adicionados 50 pL dos extratos de Ingd, os quais

foram dissolvidos em 2 mL de metanol ¢ 50 pulL de hidroxido de amoénio. Os compostos



64

presentes nos extratos foram identificados por ionizacdo por electrospray com espectrometria
de massa por tempo de voo de alta resolugdo (ESI-ToF-MS, Xevo G2 Q-ToF, Waters, EUA).
Os espectros de massa foram adquiridos de 50 a 1000 Dalton (Da) e a detec¢ao de ESI-ToF-
MS foi realizada no modo de ion positivo e ion negativo com tensdo capilar de 2,00 kV,
tensdo de cone de 20 V, e uma tensdo do cone extrator de 3,0 V. As taxas de fluxo do gas de
dessolvatagio e do cone de gis foram de 500 L. h! e 10 L. h'!, respectivamente. A
temperatura de dessolvatacdo foi ajustada para 500 °C e a temperatura da fonte foi de 150 °C.
Ja para o modo de ion negativo com tensdo capilar de 2,5 kV, a tensdo de cone foi ajustada
em 40 V e tensdo de cone de extrator em 4,0 V. As taxas de fluxo do gas de dessolvatacdo e
do cone de gas foram de 200 L.h' e 10 L.h!, respectivamente. A temperatura de
dessolvatacdo foi ajustada em 450 °C e a temperatura da fonte foi em 150 °C. O controle do
sistema ¢ a aquisicdo de dados foram realizados usando o software MassLynx V 4.1. ¢ o

instrumento foi calibrado para melhorar a exatiddo e precisdo.

2.6 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicada e os resultados foram expressos em
valores médios e desvio padrdo (DP), os quais foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) ¢ teste de Tukey com um nivel de significancia de 95% (p < 0,05). Foram
avaliados os efeitos das variaveis independentes (tempo e temperatura) sobre as variaveis
dependentes (compostos fendlicos totais, flavonoides totais, e atividade antioxidante),
considerando 95% de nivel de confianga. A analise estatistica dos dados foi obtida através do

software Statistica ®10.0 (Stat Soft, Inc., EUA).

3. Resultados e discussao
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3.1 Compostos Fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante dos extratos obtidos por

ultrassom

Foram determinados os compostos bioativos dos extratos do Inga, pelo método de

extragdo assistida por ultrassom. Os resultados encontrados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Compostos fendlicos totais, flavonoides totais, DPPH, capacidade inibitoria (ICs), e capacidade de

absorcao de radicais livres de oxigénio (ORAC) dos extratos obtidos por ultrassom e micro-ondas focalizado

Ultrassom
Condicdo (I’E;E{)(?S) Temperatura Fendlicos Totais I()::E(fll ICso (umool"ll"{rﬁ ICo xg'!)
0 -1 -1
(C) (mgEAGg")  hE% . (mgml)
1 5 30 150,88 + 1,40¢ 19,84 +£2,43¢ 1,644+2,98 127,00+ 1,08¢
2 25 30 156,44 £ 1,199  2386+1,43d 1,55+3,87" 125,95 +1,60¢
3 5 60 210,98 £2,30* 44,98 +3,65* 0,90+1,76° 151,25+2,07°
4 25 60 205,61 £1,03> 40,14 +£2,89> 1,02+2,48% 148,11 +2,89>
5% 15 45 182,16 +0,97¢  31,95+1,05¢ 1,49+0,81¢ 138,90 +2,90°
Micro-ondas
Condigdo Tempo  Temperatura Fla:(());(i)sldes DPPH 1Cso (umool"ll"{rﬁlcoxg")
minutos °C molTEAC.g! mg.mL!
( ) 0 (mgEQ. g1 (M g) (mgmL7)
1 5 30 8,02 + 0,024 15,85+ 1,14°  4,39+1,67*° 120,86 +=2,87¢
2 25 30 8,86 + 0,494 18,51 £1,22¢  3,65+£1,96" 114,22 +2,92¢
3 5 60 10,90 + 0,57° 26,13 +2,53%  1,87+£0,49¢ 140,97 £1,54°
4 25 60 13,24 £ 0,51° 37,99 +£2,292 0,98 +3,58° 145,45 +3.41%
5% 15 45 9,75 +0,15°¢ 22,97+1.05¢  3,20+£1,05¢ 132,98 +1,59¢

*Valores médios referente a repeticdo do ponto central. Valores expressos como média + desvio padrdo com
diferentes letras na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. EQ =
equivalente a quercetina. EAG= equivalente a é4cido gdlico. TEAC = Trolox equivalente a capacidade

antioxidante.

Foi observado que a condigdo de extracdo 3 (60 °C e 5 min), foi que apresentou
melhor resposta para todos os compostos bioativos extraidos e capacidade antioxidante pelo

método de ultrassom.
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O teor de fendlicos totais presentes no extrato de Ingd na melhor condicdo foi de
210,98 mg EAG. g!, desse modo apresentado diferenca estatistica significativa (p<0,05)
entre os tratamentos. Nos estudos de Souza et al. (2008) foi encontrado um teor de 44,2 mg
EAG. g, nas folhas secas de Inga edulis, sendo que a mostra foi extraida com metanol por
agitacdo, e mantida por 3 h no escuro a temperatura ambiente.

A aplicagdo do ultrassom nas extragdes causa o fenomeno da cavitacdo acustica. Esse
fenomeno estd presente quando ondas actsticas de alta intensidade sdo geradas em um fluido.
O mecanismo de extragdo envolve dois tipos de fendmenos fisicos, a difusdo através das
paredes celulares e lavagem do contetido das células depois que as paredes sdo quebradas.
Ambos os fendmenos sdo significativamente afetados pela radiagdo ultrassdnica. A cavitagdo
induzida por ultrassom aumenta a permeabilidade dos tecidos das plantas e aumenta o
processo de transferéncia de massa, otimizando o tempo de extracdo, e dispensando o uso de
altas temperaturas para extracdo de compostos bioativos (Gaete-Garreton et al. 2011).

Com o objetivo de avaliar estatisticamente o efeito ¢ a interagdo entre as variaveis
independentes, na figura 1 (A) no diagrama de Pareto, sdo apresentados os resultados dos

efeitos da temperatura e do tempo na extracao do teor de fenolicos totais.
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Figura 1. Diagrama de Pareto, efeito do tempo e temperatura sobre os teores de compostos fendlicos totais (A),

flavonoides totais (B), e atividade antioxidante DPPH (C) ICso (D) e ORAC (E) na extragdo assistida por

ultrassom.

De acordo com os dados mostrados na figura 1, ndo houve interagdo entre as duas

variaveis tempo e temperatura, somente a temperatura foi a variavel que apresentou efeito

significativo (p <0,05) e influenciou positivamente nos resultados, indicando que com a

elevacdo da temperatura aumentou o teor de fendlicos aumentou. Nos estudos de Silva et al.

(2007b) foi avaliado que a temperatura apresentou uma correlacdo linear na extracdo de

compostos fenodlicos do Inga edulis na temperatura de 15 a 65 °C, sendo assim, os autores
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concluiram que com o aumento da temperatura, elevou-se também a quantidade de compostos
fenolicos extraidos, semelhante ao resultado deste trabalho.

Segundo Wang et al. (2008), a temperatura tem efeito positivo nos resultados pois com
o aumento da temperatura durante a extragdo, ocorre um aumento da permeabilidade das
paredes celulares, as quais sdo enfraquecidas, facilitando assim o processo de difusdo e de
transferéncia de compostos fendlicos. Além disso, ocorre também o aumento da solubilidade
dos compostos fendlicos e o decréscimo da viscosidade dos extratos, acelerando ainda mais a
extracao.

Segundo o Diagrama de Pareto, que pode ser visto na figura 1, somente para a
determinacdo dos flavonoides totais € que houve interagdo entre o tempo e temperatura, sendo
que a condi¢iio 1 apresentou (10,54 mg EQ. g!) a condigdo 2 (6,53 mg EQ. g!), a condicio 3
que obteve melhor rendimento (19,90 mg EQ. g'), a condi¢do 4 (13,01 mg EQ. gl) e a
condigdo 5 referente ao ponto central apresentou (12,76 mg EQ. g!) flavonoides no extrato de
Ingé. Segundo Silva et al. (2007a), trabalhando com Inga edulis, foram encontrados teores de
flavonoides totais de 13,8 mg EQ. g! do extrato, empregando a temperatura de 58 °C e no
tempo de 47 min, comprovando que com o aumento da temperatura aumenta o teor de
flavonoides. Na pesquisa de Zhang et al. (2019), os autores trabalharam com a Angelica
keiskei, planta comestivel japonesa, na qual foi observado que a temperatura do ultrassom
teve efeito significativo no teor de flavonoides totais nos extratos a medida que a temperatura
ultrassonica aumentou continuamente de 30 °C para 70 °C. No entanto, o teor comecgou a
diminuir quando a temperatura excedeu a 70 °C. Assim, os autores afirmam que temperaturas
acima de 70 °C sdo favoraveis a desnaturagdo dos flavonoides, ocorrendo degradacdo térmica.
Outro fator que os autores analisaram foi o tempo que teve efeito significativo, sendo que o
teor de flavonoides foi maior em um tempo de extracdo de 6 min e depois diminuiu quando a

extragdo foi prolongada para 60 min.
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Na figura 1 (B) no diagrama de Pareto, para flavonoides totais houve intera¢do entre
tempo e temperatura com efeito significativo (p<0,05). A temperatura foi a variavel que
apresentou maior efeito significativo e positivo sobre a extra¢do, indicando que com aumento
da temperatura ocorre maior extracdo de flavonoides totais. O tempo de extracdo também teve
efeito significativo, mas em certo tempo foi negativo na extragdo, indicando que com o
aumento do tempo foi observado um decréscimo no teor de flavonoides. Como houve

interagdo entre tempo e temperatura, foi gerado o grafico da superficie de resposta, mostrado

na Figura 2.

Fitted Surface; Variable: Flavonoides Totais
2**(2-0) design; MS Residual=,0432861
DV: Flavonoides Totais
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Figura 2. Superficie de resposta para a varidvel dependente flavonoides totais sobre as varidveis independentes,

tempo (minutos) e temperatura (°C), na extrag@o assistida por ultrassom.

E possivel observar no grafico da Figura 2 a influéncia do efeito das variaveis
independentes (tempo e temperatura) sobre a variavel resposta (teor de flavonoides totais).
Assim, quando se aumenta a temperatura para 60 °C, maior € o teor de flavonoides. Ja para a
variavel independente (tempo) houve efeito, foi significativo, porém, com influéncia negativa,
tendo em vista que quando chega-se em um determinado intervalo, ocorre reducdo no teor de

flavonoides totais presentes no extrato.
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Como foi gerado o grafico de superficie de resposta para a determinacdo de
flavonoides, ¢ importante obter a verificagdo da analise de varidncia (ANOVA) e o teste de

falta de ajuste (Tabela 3).

Tabela 3. ANOVA, teste de falta de ajuste para compostos flavonoides totais por ultrassom.

SS Df MS F P R?
(ajustado)
Flavonoides 0.98
(1) Tempo 24.63100 1 24.63100 818.939 0.001219*
(2) Temperatura  70.68450 1 70.68450 2350.140 0.000425*
1x2 0.90367 1 0.90367 30.046 0.031708*
Falta de Ajuste 0,06970 1 0,06970 2318 0.267350
Erro Puro 0.06015 2 0,03008
Total SS 96.34903 6
Regressao 95.31550 2 47.65775 184.4462 0.000115%*

Residual 1.03353 4 0.25838

(*) Houve efeito significativo considerando 95% de significancia.

O valor de R? obtido foi de 0,98 (Tabela 3) indicando que este modelo é adequado e
demonstra um bom ajuste aos dados. Os resultados da ANOVA e do teste de falta de ajuste
demonstram a significancia estatistica do modelo na explicagdo das variagdes experimentais,
nessa analise deve-se observar o valor de p da falta de ajuste. Visto que ndo foi significativo,
indicando que ndo ha falta de ajuste nesse modelo em um nivel de confianga de 95%, nesse
caso sendo preditivo.

Diversas técnicas sdo utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro de
extratos. Neste estudo, a atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH ¢ ORAC, ¢
os resultados da extracdo assistida por ultrassom podem ser visto na Tabela 2. Pelo método
DPPH a melhor condi¢do de extragdo foi a 3 (60 °C a 5 min), na qual foram obtidos a

concentracio de 44,98 umol TEAC.g!, apresentando diferenca estatistica significativa
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(p<0,05) entre os tratamentos. Nos estudos de Silva et al. (2013) foi encontrado um teor de
18,34 pmol TEAC. g! de no fruto de Inga edulis, esse menor valor encontrado pode ser
explicado pelo fato de que outro método de extragdo foi empregado (convencional), além
disso espécie diferente de Inga foi estuda no tempo 45 min a 60 °C.

A determinagdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH, mostrou que o
aumento da temperatura influencia positivamente nos resultados, confirmando o menor ICso.
Conforme Figura 1 (C), pode ser visto no diagrama de Pareto, que somente a variavel
temperatura teve efeito significativo (p<0,05) e positivo, na extracdo dos compostos
antioxidantes. A Tabela 2 mostra que a condig¢do 3 (60 °C a 5 min), apresentou ICso de 0,90
mg. mL!, o qual é considerado um valor baixo de ICso, consequentemente obtendo uma alta
atividade sequestradora de radicais livres no extrato. Na figura 1 (D) estd sendo mostrado o
Diagrama de Pareto e seus efeitos na atividade antioxidante, referente ao ICso mostrando que
ndo houve interagdo entre as variaveis, ¢ somente a temperatura teve efeito significativo
(p<0,05) na extracao.

O ORAC ¢ um método amplamente utilizado para investigar as propriedades
antioxidantes in vitro nos alimentos. A condi¢do que apresentou maior conteudo de
compostos antioxidantes foi a 3 (60 °C a 5 min) com 151,25 umol Trolox. g™. Nos estudos de
Silva et al. (2007b), para o extrato do fruto de Inga edulis foi encontrado um valor de 17,50
umol Trolox. g'!, sendo que neste trabalho, os extratos foram submetidos a extragdo sem
agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente. De acordo com Corbin et al. (2015), o efeito de
cavitagdo acustica produzida pelo ultrassom facilita a penetragdo do solvente nas paredes
celulares da matriz vegetal, permitindo assim, que o conteudo intracelular seja liberado de
forma mais eficiente, e a agitacdo do solvente aumenta a drea de contato entre o solvente e 0s
compostos alvo, permitindo a maior penetracdo do solvente na matriz da amostra,

promovendo mais rapidamente a extragdo. A extragdo assistida por ultrassom apresenta
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inimeras vantagens, principalmente em relacdo a reducdo do tempo de extragdo, ¢ a obtencao
de maiores concentragdes de compostos bioativos (Khan et al. 2010).

Nao houve diferenca estatistica significativa (p< 0,05) para ORAC entre as condigcdes
1 e 2 pois a temperatura ¢ a mesma, variando apenas o tempo de 5 para 25 min,
respectivamente. Ja entre as condigdes 3, 4 ¢ 5 houve diferenga estatistica significativa
(p<0,05), pois a temperatura aumentou de 45 para 60 °C. Segundo Ying et al. (2011) ocorre
aumento na extra¢do quando a temperatura varia de 40 a 60 °C e isso se deve ao fendmeno de
cavitagdo acustica ¢ da difusdo através das paredes celulares do fruto que ocorre no ultrassom,
sendo que estes dois fendmenos sdo significativamente aprimorados pela temperatura de
extracao.

Os efeitos do tempo ¢ da temperatura na analise de ORAC podem ser vistos no
diagrama de Pareto Figura 1 (E). Como pode ser observado ndo houve interagdo entre estas
variaveis pelo método de ORAC, sendo que somente a temperatura foi a variavel que
apresentou efeito significativo (p<0,05), influenciando positivamente nos resultados,

indicando que com a elevagdo da temperatura, aumenta o teor de compostos antioxidantes.

3.2 Compostos Fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante dos extratos obtidos por

micro-ondas focalizado

A partir dos resultados mostrados da Tabela 2, ¢ possivel verificar que a condi¢do 4
(25 min e 60 °C), foi a que apresentou melhor resposta para todas as determinagdes dos
compostos bioativos, e capacidade antioxidante.

Somente para fendlicos totais segundo o Diagrama de Pareto, que pode ser visto na

Figura 3 (A), que apresentou interagdo entre o tempo e temperatura.
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flavonoides totais (B), e atividade antioxidante DPPH (C) ICso (D) e ORAC (E) na extragdo assistida por micro-

ondas focalizado.

Sendo que a condigdo 1 apresentou (120 mg EAG. g!) a condicdo 2 (137,61 mg. EAG

gh), a condi¢do 3 (165,94 mg. EAG g), a condi¢do 4 que apresentou melhor rendimento

(205,66 mg EAG. g') e a condi¢do 5 referente ao ponto central que apresentou (154,80 mg

EAG. g) de fendlicos no extrato de Inga. O estudo de Silva et al. (2007a) encontraram o
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valor de 125,30 mg EAG. g-' de compostos fenélicos foram obtidos na temperatura de 58,2
°C e tempo de 46,8 min em extrato de folhas Inga edulis, em extracdo de s6lido-liquido. Com
o aumento da temperatura, o rendimento de extracdo dos compostos fendlicos, ¢ maior de
fato, uma temperatura mais alta aumenta o coeficiente de solubilidade e difusdo dos fendis,
permitindo maior concentracdo de compostos, com isso tendo efeito positivo na extracdo. No
entanto, um limite superior deve ser respeitado para evitar a degradagdo dos fenodlicos
termossensiveis. Na analise de fenolicos totais, houve interagdo entre as duas variaveis
independentes temperatura ¢ tempo com efeito significativo e positivo (p<0,05), como pode
ser observado na figura 3 (A), no Diagrama de Pareto.

A temperatura foi a variavel que apresentou maior efeito sobre a extracdo, indicando
que o aumento da temperatura levou a uma maior extragdo dos compostos. Como pode ser
observado durante a extracdo por micro-ondas focalizado, o aquecimento tem um papel
importante e com isso, o tempo pode ser reduzido para obtencdo de fendlicos em maiores
concentracdes (Medina et al. 2015). Esse sistema de extragdo consiste em um processo em
que a radiacdo de micro-ondas pode ser focalizada diretamente na amostra. Com isso, este
método permite o aquecimento ser mais eficiente e, portanto, oferece uma homogeneidade e
uma entrega rapida de energia a um volume total de solvente, proporcionando melhor
reprodutibilidade (Chaturvedi, 2018).

A Figura 4 mostra a influéncia das varidveis independentes (tempo e temperatura) na
varidvel resposta (fenolicos totais). O grafico de superficie de resposta para o teor de fendlicos
totais demonstrou que, quanto maior a temperatura mais eficaz ¢ a extragdo destes compostos,
e neste caso, para a variavel independente (tempo) foi significativo, pois com o aumento do

tempo para 25 min foi obtido um maior teor dos fenolicos totais presentes no extrato de Inga.



75

Fitted Surface; Variable: Fendlicos Totais
2**(2-0) design; MS Residual=10,61875
DV: Fendlicos Totais
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Figura 4. Superficie de resposta para a varidvel dependente compostos fendlicos totais sobre as varidveis

independentes, tempo (minutos) e temperatura (°C), na extragao assistida por micro-ondas focalizado.

De acordo com a andlise de variancia (ANOVA), e o teste de falta de ajuste na Tabela
4, o coeficiente de determinag@o R? representa o poder preditivo da sua reta de regressdo. O
valor de R? obtido para os compostos fenolicos totais foi de 0,94 indicando que este modelo ¢
adequado e demonstra um bom ajuste do modelo aos dados. Os resultados da ANOVA e do
teste de falta de ajuste demonstram a significancia estatistica do modelo na explicacdo das
variagdes experimentais, nessa analise deve-se observar o valor de p da falta de ajuste. Visto
que o p-valor para o teste de falta de ajuste ndo foi significativo (p <0,05), assim indicando
que ndo ha falta de ajuste nesse modelo em um nivel de confianga de 95%, nesse caso sendo,

portanto, preditivo.
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Tabela 4. ANOVA, teste de falta de ajuste para os compostos fenolicos totais por micro-ondas focalizado.

SS dF MS F P R2
(ajustado)
Fenolicos Totais 0.94
(1) Tempo 818.596 1 818.596 228.9712 0.004339*
(2) Temperatura  3242.670 1 3242.670 907.0144 0.001101*
1x2 123.457 1 123.457 34.5324 0.027758*
Falta de Ajuste 24.706 1 24.706 6.9106 0.119348
Erro Puro 7.150 2 3.575
Total SS 4216.578 6
Regressdo 4061.265 2 2030.633 52.29780 0.001357*
Residual 155.313 4 38.828

(*) Houve efeito significativo considerando 95% de significancia.

Na a determinacdo dos flavonoides totais, a melhor forma de extracdo foi a condigéo 4
(25 min a 60 °C), no qual foi obtido um teor de 13,24 mg EQ. g (Tabela 2). Ndo houve
diferenga estatistica significativa (p<0,05) entre as condi¢des 1 e 2, o que pode ser explicado
pelo fato de que a temperatura empregada (30 °C) ¢ a mesma. No estudo de Silva et al.
(2007a) foi encontrado valor de flavonoides totais de 14,7 mg EQ. g'! nos extratos Inga edulis
nas condigdes de temperatura de 58,2 °C e no tempo de 46,8 min. Para os flavonoides totais
(Figura 3B) ndo houve interagdo entre as duas variaveis independentes (tempo e temperatura).
A temperatura foi a variavel que apresentou maior efeito significativo e positivo (p<0,05),
indicando que a elevacdo da temperatura aumentou o teor de flavonoides presente no extrato.

Sabe-se que em temperaturas baixas poucos compostos sao extraidos e, a medida que a
temperatura ¢ elevada o processo de extracdo € acelerado. Porém, temperaturas muitos altas
podem acarretar na degradacdo dos compostos bioativos diminuindo assim o rendimento da
extragdo (Khoddami et al. 2013). O tempo também foi significativo e teve efeito positivo em
relagdo a extracdo, porém quando a extracdo ¢ realizada por um periodo muito longo, pode

aumentar a possibilidade de oxidagdo dos flavonoides (Andreo e Jorge, 2006).
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Na concentracdo de compostos antioxidantes pelo método de DPPH, a melhor
extracdo foi na condigdo 4 com 25 min a 60 °C, onde apresentou um teor de 37,99 pumol
TEAC. g, diferindo significativamente (p<0,05) entre os tratamentos. Na figura 3 (C) ¢é
mostrado o diagrama de Pareto com os efeitos das varidveis independentes em relagdo a
atividade antioxidante pelo método de DPPH. E possivel observar que ndo houve interago
entre as duas variaveis tempo e temperatura, sendo que a temperatura foi a variavel que
apresentou maior efeito significativo e positivo (p<0,05). O tempo também apresentou efeito
significativo e positivo (p<0,05), comprovando que com o aumento do tempo e da
temperatura o teor de compostos antioxidante foi maior. As micro-ondas podem proporcionar
uma elevada quantidade de energia, auxiliando a ruptura celular mais rapidamente, o que
resulta na lixiviagdo do analito alvo através da entrada de solvente de extragdo na matriz do
material (Chan et al. 2011). O menor tempo de extra¢do obtido no método empregando micro-
ondas e consequentemente a redu¢do da exposi¢cdo do material vegetal a altas temperaturas,
implicam na menor degradagdo dos compostos bioativos e tornam essa técnica muito eficaz e
rapida (Vuong et al. 2013).

Em relagdo ao ICso (figura 1 D), foi verificado que ndo houve interagcdo entre as
varidveis tempo e temperatura, sendo que somente a temperatura teve efeito significativo,
porém, negativo (p<0,05). Houve diferenca estatistica significativa (p<0,05), sendo a
condi¢do 4 (25 min a 60 °C) foi a que mostrou melhor teor de ICsp (0,98 mg. mL™). Para a
determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de ORAC apresentou diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre os tratamentos, sendo que a condi¢@o 4 (25 min a 60
°C) foi a melhor, na qual foi obtido um valor de 145,45 pmol Trolox.g". Foi verificada no
diagrama de Pareto Figura 1 (E) que a temperatura foi a variavel que apresentou efeito
significativo (p<0,05) e influenciou positivamente nos resultados, indicando que com a

elevagdo da temperatura houve um aumento na extra¢do dos compostos antioxidantes.
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3.3 Caracteriza¢do quimica por espectrometria de massa

Foi realizada a caracteriza¢@o por espectrometria de massa por tempo-de-voo de alta
resolucdo, na qual foram identificados 11 compostos nos extratos (Tabela 5). E importante
observar que nao houve diferenca quanto aos compostos quimicos identificados dos
compostos em relagdo ao método de extracdo ultrassom, em comparacdo ao método

empregando micro-ondas.

Tabela 5. Identificacdo dos principais compostos bioativos das cascas e polpas de Inga marginata Willd por

ESI-TOF-MS, pelos dois métodos de extragdo (ultrassom e micro-ondas) modo positivo e negativo de

identificagao.
N°  Massa experimental Massa Teorica (m/z)  Erro puro  Possivel Compostos
(m/z) (ppm) estrutura
molecular

1 577.1373 577.1405 5.5 C23H30017 Procianidinas
(Willian et al. 2018)

2 521.2656 521.2692 6.9 CssHz304 Dibenzoyl avarol
(Amigb et al. 2004)

3 475.1278 475.1240 8 Cx;H2uOmn 6,4’-dimetoxi-5-
hidroxilona 7-
glucoside (Kassak,
2012)

4 441.0778 441.0763 3.4 Cx»Hi3010 Galato de
epicatequina (Xie et
al. 2018).

5 377.0854 377.0873 5 CisHi509 Acido cafeico (Toth
et al. 2014)

6 341.1075 341.1084 2.6 C12H22011 Sacarose (Hussain et
al. 1990).

7 267.0712 267.0716 L.5 CoH1609 Glucuronosil glicerol
(Stark et al. 2017).

8 255.2341 255.2324 6.7 Ci6H320; Acido palmitico
(Nwozo et al. 2013).

9 195.0500 195.0505 2.6 CsH1207 acido gluconico
(Felipe et al. 2014).

10 191.0205 191.0192 6.8 CsHs07 Acido citrico
(William et al. 2018)

11 133.0137 133.0137 0 C4Hs0s5 Acido malico (Lin et
al. 2014).

*m/z: razdo massa (m) sobre a carga (z).

Foram encontrados nos extratos da fragdo casca e polpa de Inga, alguns compostos

identificados como fenolicos (flavonoides e acidos fendlicos), com propriedades reconhecidas
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como antioxidantes, ¢ também com atividades antibacterianas, antifingicas, anti-inflamatorias
e antidiarreicas ja relatadas em varias espécies desse género (Daniel et al. 2014).

Dentro do grupo dos fenois, as procianidinas sdo derivadas das proantocianidinas,
também conhecidas como taninos condensados (Lin et al. 2014; Qiang et al. 2015. Além das
propriedades antioxidantes, foi relatado que estes compostos apresentam efeito anticancer,
anti-infeccioso, anti-inflamatdrio cardioprotetor e atividades antialérgicas (Martin et al. 2013).
Nos estudos de Lokvam et al. (2004) em extratos de Inga umbellifera, foram descritos
algumas procianidinas, com efeitos antioxidantes.

O galato de epicatequina ¢ o acido cafeico sdo acidos fendlicos importantes na
atividade antioxidante ¢ em relagdo aos beneficios para a saude. Dentre os flavonoides o
galato de epicatequina tem elevada atividade antioxidante, e foi identificado no extrato de
chas ou cascas de frutos, possuindo também atividade anti-inflamatoéria (Xie et al. 2018). O
acido citrico e malico sdo acidos organicos encontrados em varios frutos. Eles contribuem
para a acidez e aroma caracteristico das frutas, devido aos seus componentes volateis, sendo
esse acido muito utilizado em alimentos, pelo alto poder antioxidante (Santos et al. 2016).

O acido gluconico ocorre naturalmente em frutas, mel e vinho, tém amplas aplica¢des
nas industrias alimenticia e farmacéutica, trazendo compostos acidulantes e que preservem o
alimento (Amin et al. 2010). O é4cido palmitico, também foi encontrado nos extratos do 6leo
essencial de casca de caule Inga laurina (Furtado et al. 2014). Os 6leos essenciais de muitas
espécies vegetais diferentes mostraram atividades bioldgicas, como efeitos antiespasmodicos,
antinociceptivos,  antioxidantes, antiinflamatorios,  imunomoduladores.  Atividades
antidiabéticas, antivirais e antitumorais também foram observadas (Edris, 2007).

A sacarose também foi identificada nesse extrato e pode estar associada a polpa do

Inga, onde também foi identificada no Inga spectabilis (Hussain et al. 1990).
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Somente um composto desconhecido nas plantas e frutos que foi identificado neste
trabalho no extrato de Inga, que foi o Dibenzoil avarol, derivado de uma proteina que possui
propriedades farmacolégicas, incluindo agdes anti-inflamatdrias, antitumorais e antivirais
(Amig6 et al. 2004). Em testes e andlises preliminares foi encontrado um alto teor de

proteinas nas cascas do Inga marginata Willd.

4. Conclusoes

O extrato do Inga (Inga marginata Willd) pode ser considerado uma fonte natural de
compostos bioativos, com compostos de interesse. Na extragdo assistida por ultrassom a
melhor condigdo foi na temperatura de 60 °C por 5 min, a temperatura teve efeito
significativo, sendo que a medida que a temperatura foi aumentando, maior foi a quantidade
de compostos bioativos extraidos. Na extragdo por micro-ondas focalizada a melhor condigdo
foi na temperatura de 60 °C por 25 min. Neste método o tempo e a temperatura tiveram efeito
significativo, a medida que a temperatura e o tempo de extracdo foram aumentados maior foi
o teor de compostos extraidos. Essas tecnologias de extragdo verde possibilitam extrair
compostos bioativos sem requerer altas temperaturas, as quais podem degradar alguns
compostos empregando menor tempo de execugdo. O método de ultrassom foi melhor que o
micro-ondas focalizada, com maior teor de compostos em menor tempo de extragdo.

Em relagdo a caracterizagdo quimica dos compostos, foram identificados 11
compostos de interesse que estdo presentes nos extratos, ¢ que comprovam a acdo dos

compostos bioativos dessa matéria prima.

Financiamento
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5 DISCUSSAQO

Pesquisas demonstram que os compostos bioativos atuam no organismo humano,
sendo fundamentais na prevencdo e amenizagdo das patologias que sdo cada vez mais
prevalentes (SOARES et al., 2015). Segundo Baslam, Garmendia, ¢ Goicoechea (2011), ha
uma demanda crescente dos consumidores que buscam o bem-estar, em reduzir doengas e
aumentar o tempo de vida. Nesse trabalho estudado foi abordado o fruto Inga (Inga marginata
Willd), o qual é considerado ainda desconhecido pela sociedade e pouco estudado por
pesquisadores. E um fruto exdtico, nativo e abundante, que possui compostos bioativos
importantes para a saide. Estudos relatam a presenga de compostos fendlicos (acidos
fenodlicos e flavonoides), saponinas, taninos, triterpenos, ¢ atividade antioxidante nos extratos
de espécies de Inga (LIMA, 2015; MORIWAKI et al., 2017).

Com isso este trabalho teve como objetivo abordar aspectos sobre esse fruto, a
citotoxicidade das fragdes (casca e polpa) e (semente), avaliar o tempo e a temperatura na
determinacdo dos compostos bioativos e na capacidade antioxidante de Inga por diferentes
métodos de extragdo, e investigar a caracterizacdo do perfil quimico dos extratos. Foi
estudada a toxicidade das fragdes do Inga, pois é sabido que as partes como casca ¢ semente
de frutos podem conter substancias toxicas para o organismo humano. A avaliag¢do citotoxica
segundo Santos Junior et al. (2016) tem sido muito utilizada por pesquisadores, para a
determinacdo do potencial de aplicagdo de extratos alimenticios ou de novos compostos
isolados. Os extratos foram analisados pelo teste MTT ¢ NRU devido a alta confiabilidade, e
por praticidade. O extrato da fragdo casca e polpa do Ingd em todas as concentracdes tanto
para o teste MTT e NRU nao foi citotoxico, ja o extrato da semente foi citotoxica para os dois
testes, diante disso somente a fracdo casca e polpa foi estudada nessa pesquisa.

A extrag@o de compostos bioativos de tecido vegetal ¢ muito estudada para a aplicagdo
em produtos alimenticios e farmacéuticos. Os solventes metanol, e etanol, e suas combinag¢des
tém sido utilizados para a extragdo de fendis, muitas vezes com diferentes propor¢des de agua
(DAL, MUMPER, 2010). Neste sentido, foi realizada a extragdo convencional (sélido-
liquido), extragdo assistida por ultrassom e extracdo assistida por micro-ondas focalizado para
avaliar a influéncia do tempo e temperatura na extragdo. Os extratos obtidos através da
extragdo solido-liquido e por ultrassom apresentaram maior teor de fendlicos totais, quando
extraidos na condi¢do de 60 °C por 5 minutos, o que se confirmou para os flavonoides, e na

determinacdo da capacidade antioxidante. A temperatura teve efeito significativo em todas as
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determinagdes, isso pode ser explicado pois o calor torna a parede celular mais permeavel ¢
enfraquecida, aumentando a solubilidade dos compostos e o coeficiente de difusdo do
solvente, bem como o rendimento de extragdo (TABARAKI; HEIDARIZADI; BENVIDI,
2012).

Em outro estudo, Azevedo (2010) verificou que as condi¢gdes 6timas de operagdo para
a obtengdo desses compostos estdo na faixa de temperatura entre 50 °C a 60 °C. Com relagdo
a temperatura de extracdo. Diversos estudos relatam que para uma eficiente extragdo de
compostos bioativos a temperatura ndo pode ultrapassar os 70 °C, pois tem demonstrado que
causa uma rapida degradacdo dos compostos. Ja o tempo teve efeito significativo somente
para a determinacdo de flavonoides totais havendo intera¢do do tempo e temperatura tanto
para extragdo solido-liquido quanto para o ultrassom. O tempo ndo precisou ser maior que 5
minutos para as extragdes solido-liquido e ultrassom, pois com o aumento da temperatura para
60 °C aliado o processo de agitagdo, segundo Castro e Capote (2010), faz com que ocorra
rapidamente o colapso da parece celular do extrato vegetal, ocorrendo a dissolucdo das
substancias presentes na amostra para o solvente extrator, € com isso, diminuindo o tempo de
extracao.

Ja os extratos obtidos pelo método empregando o equipamento de micro-ondas
focalizado, apresentaram maior teor de fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante
na condi¢do de 60 °C por 25 minutos. O tempo e a temperatura tiveram efeito significativo,
sendo que a medida que a temperatura e o tempo de extracdo foram aumentados, maior foi o
teor de compostos bioativos presentes no extrato, ocorrendo a interacdo da temperatura com o
tempo na determinacdo de fenolicos totais. Na extra¢do por micro-ondas os principais fatores
que podem ser envolvidos para eficiéncia do processo sdo temperatura, ligagdo quimica,
estrutura molecular, tamanho da amostra, polarizacdo, capacidade calorifica e constante
dielétrica (TSUKUI; REZENDE, 2014).

Deste modo, essa pesquisa contribuiu para determinar em quais condi¢des de extragdo
que proporcionam maior teor dos compostos bioativos, tanto pelo método de extragdo
convencional, micro-ondas focalizado e ultrassom. S3o considerados métodos de extragdes
ideais em processos industriais aqueles que fornecerem altas taxas de extragdo e economia de
tempo (ROMBAUT et al., 2014).

Além da determinacdo dos compostos bioativos foram caracterizados os compostos
quimicos pelos diferentes métodos de extragdo. Nos extratos obtidos pelo método
convencional (solido-liquido), foram identificados 7 compostos, obtendo 1 composto

diferente dos que foram encontrados para extrag¢do por ultrassom e micro-ondas focalizado, os
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quais obtiverem 11 compostos de interesse identificados, e ndo obtiveram diferengas na
caracterizacdo. A caracterizagdo quimica dos extratos por ESI-TOF-MS, foi escolhida pois
essa técnica possibilita a protonacdo ¢ a desprotonagdo de moléculas de diferentes massas
molares, facilitando a identificagdo de diversos compostos (SISMOTTO; PASCHOAL;
REYES, 2013). Sendo que a caracterizagdo por TOF possibilita analisar as faixas de m/z
ilimitadamente, oferece também alta transmissdo de ions, facilitando a sensibilidade, e
permite medigdes com alta precisdo (SKOOG et al.,2010).

Deste modo, os extratos obtidos da fragdo casca e polpa apresentaram alto potencial
para ser uma fonte natural de compostos bioativos, podendo ser utilizado pela industria de
alimentos como uma fonte natural destes compostos ou como ingrediente em produtos

alimenticios, apresentando muitos beneficios a satide humana.



90

6 CONCLUSAO

Em geral, com base nos resultados apresentados nos manuscritos, pode-se concluir que
o extrato da casca e polpa do Inga marginata Willd pode ser utilizado como fonte de obtengéo
dos compostos bioativos, pois ndo apresentou morte celular nas concentragdes testadas,
obtendo viabilidade celular proximo a 100%.

Na extragdo pelo método convencional por solido-liquido e pelo método empregando
o ultrassom foram obtidos maior teor de fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante
na condi¢cdo de extragdo com temperatura de 60 °C no tempo de 5 minutos. A temperatura
teve efeito significativo para todas as determinagdes ja o tempo teve efeito significativo
somente para flavonoides.

Na extragdo por micro-ondas focalizado, a melhor condi¢do foi na temperatura de 60
°C por 25 minutos. Neste método o tempo e a temperatura tiveram efeito significativo, sendo
que a medida que a temperatura e o tempo de extragdo foram elevados, maior foi o teor de
compostos extraidos, ¢ houve interacdao das variaveis estudadas para a determinagdo dos
compostos fendlicos.

Os compostos quimicos obtidos na extragdo por ultrassom e micro-ondas focalizado,
foram caracterizados, sendo que foram identificados 11 compostos de interesse. Ja4 nos
extratos obtidos pela extragdo convencional foram identificados 7 compostos que estdo
presentes no extrato de Inga.

Com isso, com base nos resultados o melhor método de extragdo para o fruto em
estudo o Inga marginata Willd, é pelo método de extragdo assistida por ultrassom. Pois além
de conseguir extrair um alto teor de compostos bioativos e capacidade antioxidante, em menor
tempo, ou seja, em apensa 5 minutos, ainda é considerado método de tecnologia limpa e verde
de extracdo. Possibilitando extrair os compostos sem altas temperaturas que pudessem
degradar os compostos, além disso, permitem a extragdo em um tempo relativamente curto
quando comparado com outros tipos de extragdes. Logo, com a alta disponibilidade ¢ o baixo
custo de obtengdo do fruto, este pode ser considerado uma promissora fonte natural de
obtencdo de extratos ricos em compostos bioativos. Podendo ser mais pesquisado para
conhecimento do mundo académico e por industrias, e ser utilizado em formulagdes

alimenticias, trazendo muitos beneficios para a saude.
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