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APRESENTACAO

O e-book Avancos e Desafios da Nutricdo no Brasil 4, traz um olhar multidisciplinar
e integrado da nutricdo com a Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é
composta de 66 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia
relacionados a nutricdo e a tecnologia de alimentos. O leitor ird encontrar assuntos
que abordam temas como as boas praticas de manipulagcdo e condi¢cdes higiénico-
sanitaria e qualidade de alimentos; avaliagcbes fisico-quimicas e sensoriais de
alimentos; rotulagem de alimentos, determinacao e caracterizacdo de compostos
bioativos; atividade antioxidante, antimicrobiana e antifungica; desenvolvimento de
novos produtos alimenticios; insetos comestiveis; corantes naturais; tratamento de
residuos, entre outros.

O e-book também apresenta artigos que abrangem analises de documentos
como patentes, avaliagao e orientacéo de boas praticas de manipulagéo de alimentos,
habitos de consumo de frutos, consumo de alimentos do tipo lanches rapidos, programa
de aquisicao de alimentos e programa de capacitacdo em boas praticas no ambito
escolar.

Levando-se em consideracdao a importancia de discutir a nutricdo aliada a
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, os artigos deste e-book, visam promover reflexdes
e aprofundar conhecimentos acerca dos temas apresentados. Por fim, desejamos a
todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera
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CAPITULO 8

EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS POR
ULTRASSOM DAS SEMENTES DE INGA (/nga

Déborah Cristina Barcelos Flores
Universidade Federal de Santa Maria,
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
Alimentos

Santa Maria — Rio Grande do Sul

Caroline Pagnossim Boeira
Universidade Federal de Santa Maria,
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
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Santa Maria — Rio Grande do Sul
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marginata Willd)

Jéssica Righi da Rosa

Universidade Federal de Santa Maria,
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
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Santa Maria — Rio Grande do Sul
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Alimentos

Santa Maria — Rio Grande do Sul
Claudia Severo da Rosa
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RESUMO: O fruto Inga (Inga marginata Willd) é
nativo da Mata Atlantica, também é conhecido
como inga-mirim ou inga-feijdo. As sementes
de Ing4, em numero, sédo de 2 a 13 por fruto
sao envoltas por uma polpa branca e aquosa.
Se tornam um residuo, portanto descartada. O
objetivo deste trabalho é extrair os compostos
bioativos presentes nas sementes do Ingéa
por ultrassom, em diferentes temperaturas.
As sementes foram obtidas no comércio local
e foram higienizadas e sanitizadas. Secas
em estufa com ventilagdo a 45 + 5 °C por 48
horas, trituradas e armazenadas. Os extratos
hidroalcodlicos das sementes do Inga foram
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obtidos em triplicata e preparados a partir da amostra moida, e adicionado de alcool
de cereais 70%. Para a realizagdo da extracéo assistida por ultrassom, as sementes
com o alcool de cereais foram imersas em banho ultrassénico, durante 20 minutos
nas temperaturas de 30 e 60°C. Foi realizada a determinacdo de compostos fendlicos
totais, flavonoides totais, DPPH, IC50, e ORAC. Para alguns ensaios a temperatura de
30°C foi a melhor para extragao, como a extracdo de compostos fendlicos totais e para
a atividade antioxidante (ORAC), ja para flavonoides totais e DPPH (IC50), ndo houve
diferenca significativa entre as temperaturas de extragcdo. Considerando a importancia
econbémica e nutricional do aproveitamento das partes usualmente desprezadas de
frutas, a semente de Inga marginata Willd pode ser considerada uma promissora fonte
natural de obtenc¢do de extratos ricos em compostos bioativos.

PALAVRAS-CHAVE: Fruto; Temperatura; Residuo; Atividade Antioxidante.

ABSTRACT: The Inga fruit (Inga marginata Willd) is native to the Atlantic Forest, it is
also known as inga-mirim or inga-beijao. The seeds of Inga, in number, are 2 to 13 per
fruit are surrounded by a white and aqueous pulp. They become a waste, so discarded.
The objective of this work is to extract the bioactive compounds present in Inga seeds
by ultrasound, at different temperatures. The seeds were obtained in local commerce
and were sanitized and sanitized. Dried in greenhouse with ventilation at 45 +5 ° C
for 48 hours, crushed and stored. The hydroalcoholic extracts from the Inga seeds
were obtained in triplicate and prepared from the ground sample, and added with 70%
cereal alcohol. To perform the ultrasonic assisted extraction, the seeds with the cereal
alcohol were immersed in an ultrasonic bath for 20 minutes at temperatures of 30
and 60°C. Total phenolic compounds, total flavonoids, DPPH, IC50, and ORAC were
determined. For some experiments the temperature of 30°C was the best for extraction,
as extraction of total phenolic compounds and antioxidant activity (ORAC), for total
flavonoids and DPPH (IC50), there was no significant difference between extraction
temperatures. Considering the economic and nutritional importance of the use of the
usually neglected parts of fruits, the Inga marginata Willd seed can be considered a
promising natural source of extracts rich in bioactive compounds.

KEYWORDS: Fruit; Temperature; Residue; Antioxidant activity.

11 INTRODUGCAO

O fruto Ingé (Inga marginata Willd) da familia das Fabaceae é uma arvore perene
encontrada no Sudeste da América do Sul, nativa da Mata Atlantica e considerada de
grande importancia ecolégica (BENDER et al., 2017). O fruto é conhecido popularmente
como inga-mirim ou inga-feijdo. Diversas espécies deste género sdo usadas em
comunidades indigenas, especialmente para o tratamento de feridas, dores de ouvido,
descongestionante nasal, curar espinhas, antipirético, lavagens intestinais, etc. Em
particular, sdo usados na medicina tradicional como antidiarreico e antiinflamatorio,
apresentando capacidade antioxidante e capacidade de prevencao contra a oxidacao
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da LDL (LIMA; SANTOS; LA PORTA, 2018).

Esta espécie, também conhecida como Leguminosae, particularmente, o género
Inga possui aproximadamente 400 espécies de distribuicdo neotropical, dentre
as quais 140 estao distribuidas no Brasil e destas, cerca de 93 ocorrem no litoral
brasileiro, sendo um dos mais representativos desta importante familia de plantas.
Desse modo, em particular, podemos observar um grande interesse no estudo dos
principais membros desta importante familia de plantas, em especial na sua potencial
aplicagdo como agentes terapéuticos (LIMA; SANTOS; LA PORTA, 2018).

O nome do género Inga deriva do vulgar indigena (tupi), anga = inga, que significa
“tem semente envolvida” (POSSETE; RODRIGUES, 2010). Os frutos em forma de
vagem, por sua vez, medem de 5 a 15 cm de comprimento por 1 a 1,5 cm de largura,
sdo comestiveis, podendo ser utilizado na fabricacdo de refrigerantes (LORENZI,
2002). E possuem muitas sementes que estdo envoltas por uma polpa branca flocosa
e adocicada, sendo muito apreciada pelas populagbes da regiao Amazdnica (LIMA;
SANTOS; LA PORTA, 2018).

As sementes de Ingd em numero sdo de 2 a 13 por fruto, sdo envoltas por uma
polpa branca, aquosa, com 2 a 3 mm de espessura. A semente do fruto se torna um
residuo, portanto descartada, com isso busca-se extrair esses compostos bioativos que
também sdo encontrados em quantidades consideraveis nas sementes (BARBEDO;
CICERO,1998). Apresenta considerado valor nutricional, sendo possivel encontrar
compostos bioativos, como os compostos fendlicos e dessa forma, uma utilizacao
destes residuos de maneira eficiente, econdmica e segura para o meio ambiente
(SCHIEBER; STINTZING; CARLE, 2001).

Os compostos bioativos estdo presentes nos alimentos como constituintes
naturais e sdo considerados como ingredientes ndo nutritivos, mas vitais para a
manutencao da saude humana, prevenindo varias doengas como as cardiovasculares,
diabetes, obesidade, cancer entre outros ou até mesmo amenizando certos sintomas
(COSTA et al., 2013). Esses compostos consistem em antocianinas, compostos
fendlicos, flavonoides, tocoferdis, esterdis, saponinas, taninos, vitaminas, entre muitos
outros que sao descritos na literatura. Em geral, esses compostos apresentam efeitos
antiinflamatérios e antioxidantes. Estudos relatam a presenca de compostos como
saponinas, taninos, fitoesterdis e triterpenos com atividade antitumoral, além de
outros compostos bioativos como compostos fendlicos totais, também encontrados
nas sementes de Inga (LEITE et al., 2011). Sdo constituintes extra-nutricionais que,
proporcionam beneficios de nutricdo e saude, como efeitos anti-inflamatérios e anti-
cancer (NOWACKA et al., 2018).

A extracdo assistida por ultrassom é um processo de extracdo emergente
e considerada eficiente para a extragcdo de compostos bioativos. O mecanismo do
ultrassom ocorre através de cavitacao acustica e a formacédo subita de bolhas, que
séo criadas no liquido, crescem e entram em colapso produzindo jatos de solvente de
alta velocidade em direcao a superficie sélida. Esses jatos irdo melhorar a extracao e
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aumentando o rendimento dos componentes extraidos em um curto periodo de tempo
de processamento (BERNARDO; ASCHERI; CARVALHO, 2016).

Considerando a importancia econémica e nutricional do aproveitamento das
partes usualmente desprezadas de frutas, o presente trabalho tem por objetivo
extrair os compostos presentes nas sementes do Inga por ultrassom em diferentes
temperaturas, a fim de se obter extratos ricos em compostos bioativos e antioxidantes.

2 | MATERIAIS E METODO

Matéria-prima

As sementes foram obtidas no comércio local de Santa Maria (RS) e foram
higienizadas e sanitizadas. Posteriormente secas em estufa com ventilagao a 45 + 5
°C por 48 horas, trituradas em moinho de facas e armazenadas em freezer doméstico
em sacos de polietilenos a temperatura de -18°C até o inicio das analises.

Obtencao dos extratos

Os extratos hidroalcodlicos das sementes do Inga foram obtidos em triplicata e
preparados a partir da amostra moida, foi pesado 4 g de semente triturada e adicionado
de 40 mL de alcool de cereais 70%, na proporcao 1:10 (p/v). Para a realizacao da
extragdo assistida por ultrassom, as sementes com o alcool de cereais foram imersas
em banho ultrassom (UNIQUE®, modelo USC1800A, Sao Paulo, Brasil) operando
em frequéncia de 40 kHz e poténcia 132 W, durante 20 minutos nas temperaturas de
30 e 60°C. Os extratos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos e filtrados,
sendo o volume ajustado com solvente utilizado, e acondicionados em frascos ambar
e armazenados em freezer (-18°C) até o momento da realizacao das analises.

Determinacao de compostos fendlicos totais

A determinagao de compostos fenolicos totais foi determinada através do método
de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) com
modifica¢des por Roesler et al. (2007). Para a reacéo colorimétrica, foi transferido para
tubos de ensaio 0,4 mL dos extratos previamente diluidos e 2,0 mL de solu¢do aquosa
do reativo de Folin-Ciocalteau 0,2 N (diluido na proporcao 1:10). Apos agitacao, os tubos
foram deixados em repouso na auséncia de luz por 6 minutos. Apos, foi adicionado
1,6 mL de carbonato de sodio (Na,CO,) 7,5% (m/v), seguido novamente por agitagéao
dos tubos e os mesmos foram incubados durante 5 minutos em banho-maria a 50°C.
A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (SP — 220 marca Biospectro) a 760 nm,
calibrado com solucgao referéncia de acido galico. O branco foi preparado nas mesmas
condicoes, porém sem a presenca do extrato. O teor de compostos fendlicos totais foi
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expresso em miligramas equivalentes de acido galico/g de extrato (mg GAE/Q).
Determinacao de flavondides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método proposto por Zhishen,
Mengcheng e Jianming (1999). Em tubos de ensaio foi adicionado uma aliquota de
0,5 mL dos extratos previamente diluidos adicionados de 2 mL de agua destilada. Em
seguida foi adicionado 0,15 mL de nitrito de s6dio (NaNO,) e apds 5 minutos, 0,15 mL
de cloreto de aluminio (AICI,). Os tubos permaneceram em repouso por 6 minutos no
escuro e posteriormente foi adicionado 2 mL de solucéo de hidroxido de sédio (NaOH)
1M e 1,2 mL de agua destilada. Apoés, foi feita a agitacéo da solucéo e foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (SP — 220 marca Biospectro) a 510 nm, calibrado com
solugéo referéncia de quercetina. O branco foi preparado nas mesmas condicgoes,
porém com substituicdo do extrato. O teor de flavonoides totais foi expresso em mg
equivalente de quercetina/ g de extrato (mg EQ/g).

Determinacao de atividade antioxidante - método DPPH

A metodologia fundamenta-se na capacidade de sequestro do radical 1,1-difenil-
2-picril-hidrazil (DPPH), segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Foi
incubado 2,5 mL de uma solugéo metanolica de DPPH 0,1 M com 0,5 mL de solug¢des
contendo concentragdes crescentes dos extratos, por 30 minutos e auséncia da luz.
Foi realizada uma solugdo “controle” com 2,5 mL da solu¢cdo metandlica de DPPH
em 0,5 mL de metanol em substituicdo do extrato, e para o “branco” foi utilizado o
alcool de cereais. As leituras foram realizadas em espectrofotébmetro (SP- 220 marca
Biospectro) no comprimento de onda de 517nm. A capacidade de sequestrar radical
livre foi calculada e expressa como percentual de inibicdo de oxidacao do radical.

Onde, Abs. DPPH € a absorbancia da solugcao de DPPH e Abs. Am/Trolox € a
absorbéancia da amostra ou padrdao em solucéo. A Abs. Am/Trolox foi calculada com
base na diferenca da absorbéancia da solugdo de amostra em teste com o seu branco,
foi expresso em (umol TEAC/g).

O valor de IC50 foi determinado pela equacédo da reta plotada através dos
resultados contendo os valores de concentracdo (mg/mL) utilizadas no eixo X e os
percentuais de protecao encontrados no eixo Y. Também foi construida uma curva
padréo de Trolox em pymol versus % de inibicdo, onde o resultado foi expresso em
pmol equivalentes de Trolox/ g de extrato (umol TEAC/Q).

Ensaio de capacidade de absorcéao de radicais de oxigénio — ORAC

O ensaio de ORAC (Capacidade de desativacao do radical peroxila ROO-) foi
realizado como descrito por Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001). Este ensaio cinético
€ baseado na medida da atividade de desativacdo de radicais peroxila que séo
produzidos pelo indutor de radicais 2,2’-Azobis (2-amidinopropano) di-hydrocloreto
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(AAPH) a 37°C. A capacidade de desativar o (ROO-) é medida pelo monitoramento
do decaimento da fluorescéncia, devido a oxidacéo da fluoresceina a produtos nao
fluorescentes. A presenca de compostos desativadores do (ROOQO-+) diminui a taxa de
decaimento da fluorescéncia. Foi adicionado 25 pL de extrato no Trolox em tampao
fosfato de potassio 75 mmol L' (pH 7,4) numa microplaca incubada durante 10 minutos
a 37°C, 150 uL de solucgao de fluoresceina (81 nmolL™"). Foi adicionado 25 uL de AAPH
(152 mmol L) como gerador de radical peroxila. A fluorescéncia foi medida a cada
minuto (comprimentos de onda de 485 nm e 528 nm sendo utilizados para excitacéo
e emissao, respectivamente) a 37°C durante 90 minutos. A atividade antioxidante foi
determinada utilizando area sob a curva (AUC) e os resultados foram comparados com
uma curva de referéncia de Trolox de (0 - 96 umol L ') e expressos em pmol Trolox/g.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através de analise de variancia
(ANOVA), as médias foram comparadas através do teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade. Os resultados foram analisados através do programa Statistica®
versao 7.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacao de compostos fendlicos totais

Os resultados encontrados nas sementes de Inga para o teor de compostos
fendlicos totais, obtidos na extracdo assistida por ultrassom na temperatura de 30°C
foi de 33,284 + 1,04 mg GAE/g de semente seca, e para a temperatura de 60°C foi
de 21,22® + 2,71 mg GAE/g, tendo diferenga significativa entre as temperaturas de
extragao, conforme pode ser visto na figura 1.

35 A

o

m 30

3

g 25

- 20

2

g 15

=

o 10

o

Q

F— 5

‘0

c

[} 0

lL (o]
30°C 60°C

Temperatura

Avancos e Desafios da Nutricdo 4 Capitulo 8




Figura 1: Teor de compostos fendlicos totais encontrados nas sementes de Inga em diferentes
temperaturas.

Os resultados demonstraram que, a temperatura de 30°C obteve maior
concentracéo do teor de compostos fendlicos totais no extrato de semente de Inga.
Ja para extracéo na temperatura de 60°C, houve a reducédo na concentracao destes
compostos bioativos, sendo explicado pelo fato de que com o aumento da temperatura
esses compostos se tornaminstaveis, promovendo sua degradacéo e assim, diminuindo
sua presenca nos extratos. O préprio processo de extracdo causa diminuigao do teor
de compostos fendlicos através da secagem, e a decomposicdo térmica tem sido
apontada como a principal causa da reducao do teor desses compostos, pois nesse
processo, os fendis podem reagir com outros compostos, o que impede a extracéo
dos mesmos. O teor de compostos fendlicos diminui de acordo com o0 aumento da
temperatura (ANDREO; JORGE, 2006).

Entre os antioxidantes da dieta, os compostos fendlicos sdo considerados
compostos promotores de saude com varios efeitos biologicos, incluindo agéo
antibacteriana, anti-inflamatdria, antialérgica, hepatoprotetora, antitrombotica, antiviral,
anticarcinogénica e vasodilatadora (KAUR et al., 2014).

Segundo Silva (2015), em seu estudo foi encontrado um valor de compostos
fendlicos de 2,60 mg EAG.g-1 para subprodutos de goiaba, estando esse valor abaixo
do encontrado neste trabalho para a semente de Inga.

Determinacao de flavonédides totais

O teor de flavonoides totais presentes nas sementes de Inga pode ser observado
na figura 2.

Foi encontrado na temperatura de 30°C o valor de 5,25 # + 0,18 (mg EQ/qg) para
flavondides totais, e para a temperatura de 60°C foi de 5,33A = 0,15* (mg EQ/g), nao
havendo diferenca significativa entre os extratos nas temperaturas de 30°C e 60°C.
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Figura 2: Teor de flavondides totais encontrados nas sementes de Inga em diferentes
temperaturas.

Nos estudos de Silva (2012), o teor de flavonoides encontrados nos extratos de
Inga da espécie Inga edulis foi de 36,64 mg EQ/g em relagdo ao peso seco do fruto
inteiro. Sendo que para este estudo foi encontrado um valor menor, visto que € um
residuo, a semente.

Os flavonoides tém a atividade antioxidante dos componentes produzidos pelos
vegetais. Esses componentes podem atuar como agentes redutores, sequestradores
de radicais livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigénio singleto e/ou
exibir, simultaneamente, mais de uma dessas fun¢des (BURQUE et al., 2015).

Determinacao de atividade antioxidante - método DPPH

Foi encontrado no ensaio de DPPH para a temperatura de 30°C o valor de 0,75*
umol TEAC/g, e para a temperatura de 60°C foi de 0,71# umol TEAC/g, isso pode ser
encontrado na figura 3, ndo tendo diferencga significativa entre as temperaturas para
extracéo.
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Figura 3: Atividade antioxidante pelo método de DPPH nas sementes de Inga em diferentes
temperaturas.

A definicao de antioxidante biologicamente mais relevante consiste em
“substancias naturais ou sintéticas que possuem capacidade de prevenir ou de
atrasar os efeitos causados pela acdo do oxigénio a compostos”. Os antioxidantes
presentes em produtos naturais podem sequestrar espécies reativas de oxigénio ou de
nitrogénio, interrompendo as reacdes em cadeia iniciadas e propagadas por radicais
livres ou podem inibir a formacédo de antioxidantes reativos (HUANG; OU; PRIOR,
2005). Assim, € importante avaliar a capacidade antioxidante dos extratos e de suas
fracOes por diferentes ensaios, a fim de conhecer melhor a capacidade antioxidante
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dos mesmos (PIETTA, 2000).

A concentracéo de compostos antioxidantes necessaria para causar diminuicao
de 50% na concentracao inicial de DPPH (IC50), é um parametro extensamente
utilizado na medida da atividade antioxidante, quanto menor o IC50 maior € o poder
antioxidante (PAREJO et al., 2000).

Pode ser visto na figura 4 os valores de IC50 para a temperatura de 30°C, que foi
de 42,16* + 0,08 mg/mL e para a temperatura de 60°C foi de 43,672 +0,20 mg/mL nao
havendo diferenca significativa entre as temperaturas.

50
49
48

o a7
--E.. 46
=)
é 45
o 44
n
O 3 A

42

41

40

30°C 60°C
Temperatura

Figura 4: Determinacéo de IC50 nas sementes de Inga em diferentes temperaturas.

De acordo com Silva (2015), em seu estudo o valor encontrado para IC50 dos
residuos de goiaba (subproduto) foi de 38,17 mg.mL-1, estando préximo do valor
encontrado neste trabalho.

Ensaio de capacidade de absorcao de radicais de oxigénio — ORAC

Foi determinado o ensaio de ORAC (Oxigen radical absorbance capacity) que
consiste na capacidade de desativacao do radical peroxila, medindo assim a atividade
antioxidante do extrato (CARMO et al., 2016). Isso pode ser verificado na figura 5.

Com a diminuicao da temperatura para 30°C foi visto que, nesta condi¢ao foi
a melhor a extragdo para a quantificacdo da atividade antioxidante pelo método de
ORAC.
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Figura 5. Determinacéo da capacidade de absor¢éo de radicais de oxigénio nas sementes de
Ing4 em diferentes temperaturas.

Como pode ser visto na figura 5 para a temperatura de 30°C, foi obtido um valor
de 815,79* umol eq. Trolox/g e para a temperatura de 60°C foi de 652,13 ymol eq.
Trolox/g, havendo diferenga significativa entre as temperaturas.

Segundo Sobrinho (2016) em seu trabalho, foi encontrado um valor em torno de
942 (umol ET g-1) para o extrato de Inga edulis, estando os valores proximos do que
foi encontrado neste estudo.

41 CONCLUSAO

Como pode ser visto o fruto Ingad €& de extrema importancia tanto ecolégico
como terapéutico, pois tem compostos bioativos que sdo importantes para a saude
humana, mas sua semente acaba se tornando um residuo, portanto descartada. Com
isso busca-se extrair esses compostos bioativos que também sédo encontrados em
quantidades consideraveis nas sementes.

A maneira como é obtido esses compostos € de grande significancia, pois
dependendo do processo pode se extrair uma menor ou maior quantidade desses
compostos, sendo que em diferentes temperaturas para a extracdo também
influenciaram na extragcao desses compostos. Para alguns ensaios a temperatura
de 30°C foi a melhor para extracdo, como para a extracao de compostos fendlicos
totais, e para o ensaio de capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio (atividade
antioxidante), sabe-se que esses compostos sdo sensiveis ao calor. Outros ensaios
como os flavonoides totais e DPPH (IC50), n&o houve diferencga significativa entre as
temperaturas de extracao.

Logo néo precisa ter altas temperatura para se conseguir extrair esses compostos
de interesse quando utilizado a extragao assista por ultrassom, tornando-se a semente
de Inga marginata Willduma boa fonte natural de extragcdo desses compostos bioativos.
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