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RESUMO

GEOCZE, Katalin Carrara, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2011. Analise Exploratéria de Carotendides, Oleos Essenciais e
Triacilgliceridios do Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) de Municipios
Brasileiros Situados no Bioma Cerrado. Orientador: Claudio Ferreira Lima.
Co-orientadores: Luiz Claudio de Almeida Barbosa e Antbénio Jacinto Demuner.

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) € uma espécie arborea, tipica
do Bioma cerrado. Produz um fruto amplamente utilizado regionalmente. Sua
polpa amarela de sabor e aroma intenso € considerada uma fonte excelente de
carotendides e, também, possuidora de elevado teor de lipideos. Determinou-
se, quantitativamente e qualitativamente, a composicdo dos carotendides,
Oleos essenciais e triacilgliceridios, em frutos do pequi; de diferentes regides do
Bioma Cerrado, abrangendo os estados do Maranh&o, Minas Gerais e
Tocantins. Verificou-se, ainda, através de analise multivariada, analise das
componentes principais (ACP) e andlise hierarquica por agrupamento (AHA),
reconhecimento de padrées para classificacdo dessas amostras segundo
essas caracteristicas quimicas. A determinacdo dos carotendides com
atividade provitamina A (CPVA), bem como dos demais carotendides, da polpa
do pequi, foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
acoplada a um detector de arranjo de diodos (DAD). Os CPVA encontrados nas
18 populagdes amostradas foram S-criptoxantina e B-caroteno. Foi observada
elevada variagdo nas concentragdes de CPVA(s), destacando-se a grande
diferenca apresentada entre as populagcées de Grajau-MA, localidade Gato
Preto, (0,63 pg g') que apresentou indices quase nulos, e Januaria-MG (255
ug g') que se sobressaiu entre as demais amostras. A andlise multivariada,
ACP e AHA, possibilitaram agrupar as 18 amostras de pequi, através do teor
decrescente de carotendides com atividade provitamina A. Ainda, se
evidenciou um grupo de amostras (Januaria, Japonvar, Arinos, Salinas e

Montes Claros), as quais se apresentaram superiores, quanto ao teor de

xx11



carotendides. Afora [-criptoxantina e B-caroteno, os demais carotendides
identificados na polpa do C. brasiliense foram: neoxantina, violaxantina, luteina
e zeaxantina; sendo neoxantina e B-caroteno, os componentes majoritarios.
Além de fonte de CPVA, o pequi pode, ainda, ser indicado como fonte de
xantofilas, zeaxantina-luteina, consideradas quimiopreventivas de doencas
oftalmicas como catarata e DMRI (degeneracdo macular relacionada a idade).
Realizou-se analises dos 6leos essenciais da polpa do C. brasiliense, apos
extragdo por hidrodestilacdo, empregando-se cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). O teor médio de oleo
essencial foi em torno de 0,5%; entretanto, o Municipio Norte Mineiro de
Januaria destacou-se dos demais, apresentando 1,2%. Os menores valores
apresentados foram dos Municipios do Tocantins, que apresentaram um teor
médio de 0,2%. De maneira geral, os constituintes quimicos dos 6éleos
essenciais do pequi identificados foram ésteres e B-ocimeno. As substancias
majoritarias encontradas foram: hexanoato de etila (MA e MG); hexanoato de
isopropila e 2-metilbutanoato de isopentila (TO). Os ésteres etilicos de cadeia
curta conferem, aos frutos oriundos dos Estados de Minas Gerais e Maranhéo,
um sabor e aroma doce, frutado-floral, intensificado pelo aroma intenso do
monoterpeno B-ocimeno. No entanto, os ésteres de cadeia mais longa,
presentes nas amostras do Estado do Tocantins, aos quais se atribuem notas
metalicas, sugerem que estes pequis apresentam aromas e sabores menos
frutados. Pela analise multivariada (PCA e AHA) foi possivel classificar os
pequis de acordo com seu local de origem; confirmando que a composi¢ao de
Oleos essenciais sofre influéncias geograficas, ou seja, edafoclimaticas e/ou
genéticas. Adicionalmente, para a determinagao dos triacilgliceridios da polpa e
améndoa do pequi realizou-se a extragao (aparelho tipo Soxtec/hexano como
solvente), derivatizagdo (obtencdo de ésteres metilicos) e analise
cromatografica CG-EM. Os teores médios de TAG, na polpa (53,7%) e na
améndoa (49,0%), confirmaram ser o pequi uma espécie oleaginosa. Os acidos
graxos majoritarios, em torno de 98%, foram o acido palmitico e acido oléico.
Essa composigdo e a auséncia de acidos graxos livres adéquam o emprego
desses Oleos para uso alimenticio, entre outras potencialidades. De acordo
com a ANOVA, as populagdes oriundas do Estado do Maranhdo destacaram-

se quanto ao teor de TAG na polpa do pequi, juntamente com o Municipio
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mineiro de Januaria. O estudo quimiométrico, através das analises
multivariadas ACP e AHA, classificaram as amostras de acordo com a razao
entre o teor de acidos graxos saturados e insaturados (TAGS/TAGI), ndo sendo

possivel separa-las segundo a localizagdo geogréfica.
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ABSTRACT

GEOCZE, Katalin Carrara, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, august
2011. Exploratory Analysis of Carotenoids, Essential Oils and
Triacylglycerides of Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) from Brazilian
Districts Located in the Cerrado Biome. Adviser: Claudio Ferreira Lima. Co-
advisers: Luiz Claudio de Almeida Barbosa and Anténio Jacinto Demuner.

The Caryocar brasiliense Camb. is an arboreal species, typical of the
Brasilian cerrado biome. It produces a fruit widely used regionally. Its yellow
pulp, with intense flavor, is considered an excellent source of carotenoids and,
also, a high content of lipids. It was determined, quantitatively and qualitatively,
the composition of carotenoids, essential oils and triacylglycerides, on samples
of pequi on different regions of the Cerrado biome, covering the states of
Maranhao, Tocantins and Minas Gerais. It is also, through multivariate analysis,
Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA),
the samples were classified according to these chemical characteristics. The
determination of provitamin A carotenoids (PVAC), as well as other carotenoids
from the pulp of C. brasiliense, was performed by high performance liquid
chromatography coupled to a diode array detector (HPLC- DAD). The PVAC
found in 18 populations sampled were B-cryptoxanthin and g-carotene. It was
observed high variation in concentrations of PVAC, especially given the large
difference between the populations of Grajau-MA (0.63 g g™') and Januaria-MG
(255 mg g™'). The multivariate analysis, PCA and HA, organized the 18 pequi
samples by the decreasing content of provitamin A carotenoids. Moreover, it
showed a group of samples (Januaria, Japonvar, Arinos, Salinas and Montes
Claros) with higher levels of carotenoids. In addition to S-cryptoxanthin and -
carotene, other carotenoids identified in the C. brasiliense pulp were
neoxantina, violaxantina, lutein and zeaxanthin; the major constituents from this
group are: neoxantina and B-carotene. In addition to being a source of PVAC,

the pequi may also be indicated as a source of xanthophylls: lutein and
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zeaxanthin. The analysis of essential oils from the pulp of C. brasiliense was
carried out after extraction by hydrodistillation, using gas chromatography
coupled with mass spectrometry (CG-MS). The average content of essential oil
was around 0.5%, however the Northern Minas Gerais district of Januaria stood
out from the others, at 1.2%. The lowest values were the districts from
Tocantins, which showed an average content of 0.2%. In general, the chemical
constituents of pequi essential oils are esters and -ocimene. The majority of
substances are: ethyl hexanoate (MA and MG), isopropyl hexanoate and
isopenthyl 2-methylbutanoate (TO). The ethyl esters of short chain confer the
fruits from the States of Minas Gerais and Maranhao, a sweet flavor, a flowery-
fruity, intense aroma enhanced by the monoterpeno B-ocimene. However, the
longer chain esters; present in the samples of the State of Tocantins, to which
are attributed metallic notes; suggest that they have less fruity flavors. On
multivariate analysis (PCA and HCA) it was possible to classify the pequi
according to their place of origin, confirming that the composition of essential
oils is influenced by geography and/or genetic factors. Additionally, it was made
extraction (Soxtec/hexane), derivatization (methyl esters) and chromatographic
analysis (GC-MS) for the determination of triacylglycerides (TAG) from the
pequi’'s pulp and almond. The average levels of TAG, from the pulp (53.7%) and
almond (49.0%), confirmed the C. brasiliense to be an oilseed species. The
majority of fatty acids, about 98%, were palmitic acid and oleic acid. This
composition and the absence of free fatty acids adequate these oils for use in
food, among other capabilities. In According to ANOVA, the populations from
the State of Maranhdo stood out on the content of TAG in the pequi’s pulp,
together with the Januaria Districts (Minas Gerais). The chemometric study, by
multivariate analysis (ACP and HCA), classified the samples according to the
ratio between the content of saturated and unsaturated fatty acids
(TAGS/TAGI), as it is not possible to separate them according to geographical

location.
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INTRODUGAO GERAL

O Cerrado brasileiro é a maior formagdo de savana neotropical na
América e o0 segundo maior ecossistema do Brasil, que se estende por 200
milhées de hectares. Ocupa cerca de 20% do territorio nacional, possuindo
uma grande diversidade de flora e fauna (RATTER et al., 1997; AGUIAR &
CAMARGO, 2004; BATLLE-BAYER et al., 2010). Destaca-se o pequi, uma das
espécies mais representativas desse ecossistema (AREVALO-PINEDO et al.,
2010). Sua ocorréncia abrange todo o cerrado brasileiro; com distribuicdo nos
Estados da Bahia, Ceara, Distrito Federal, Goias, Maranhdo, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Rio de Janeiro, S&o Paulo e
Tocantins (ALMEIDA et al., 1998).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) € amplamente utilizado pela
populacdo dos cerrados, devido ao seu valor alimenticio, medicinal, melifero,
ornamental, oleaginoso e tanifero (MARQUES et al., 2002). A palavra pequi
tem sua origem no tupi (py significa casca e qui corresponde a espinho),
originando “casca espinhosa”, possivelmente devido ao carogo do fruto ser
revestido por finos espinhos (ALMEIDA & SILVA, 1994; SILVA & MEDEIROS
FILHO, 2006).

Devido a importadncia comercial, gastrondbmica e potencialidades
agroindustriais da espécie (ASCARI et al., 2010), nas regides produtoras,
varias pesquisas tém sido empreendidas enfatizando o valor nutricional e
nutracéutico dessa frutifera (RAMOS et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006; LIMA
et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007; SOUZA et al., 2007; VERA et al., 2007,
DAMIANI et al., 2008; ROESLER et al., 2008; SILVA et al., 2009;
GONCALVES et al., 2011). Nesses estudos, os frutos do pequizeiro s&o
identificados como altamente caldricos; ricos em lipideos, proteinas,
carboidratos, fibras, cinzas, vitamina C e; ainda, destacados pelo elevado teor
de carotendides. Além da coloracdo amarelada, tipica de sua polpa, a mesma

apresenta sabor e aroma, pungentes e caracteristicos. Para tal, alguns estudos



tém sido realizados, objetivando a elucidagdo dos constituintes quimicos de
seus Oleos essenciais (MAIA et al., 2001; DAMIANI et al., 2009).

Entretanto, se tem cada vez mais reportado variagdes da composi¢cao
quimica de frutas e hortalicas, de uma mesma espécie vegetal, no que diz
respeito aos carotendides, 6leos essenciais, 6leos fixos e demais metabdlitos
secundarios (SHEWFELT, 1990; HUBER et al., 2005; BAKKALI et al., 2008;
RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; BURLINGAME et al., 2009; MORETI et al.,
2010). Essas diferengcas s&o, geralmente, associadas a fatores como:
diferengas genotipicas (SINGH et al., 2007; DAVEY et al., 2009); sazonalidade
(MIRDEHGHAN & RAHEMI, 2007); formas de cultivo (ROUPHAEL et al.,
2010); variagdes quanto ao clima e solo (ASSUNCAO & MERCADANTE,
2003); estagio de maturacdo (MSAADA et al., 2009; WANNES et al., 2009);
tipo de armazenamento e processamento (RICO et al., 2007); entre outros.

Ha uma necessidade de dados quantitativos e qualitativos quanto ao
teor de nutrientes e/ou nutracéuticos de frutas e hortalicas. Essas informacdes
nao so contribuem para o entendimento da fungdo desses fitoquimicos, como
podem auxiliar programas de melhoramento de espécies, a fim de
desenvolver novas variedades com elevados teores dessas substancias
(SINGH et al., 2007). Adicionalmente, esforcos e recursos sdo necessarios
para analisar e disseminar dados sobre a composi¢cdo quimica de alimentos
silvestres, como por exemplo, o pequi (C. brasiliense), subutilizados e menos
apreciados na biodiversidade alimentar, uma vez que estes podem se
apresentar superiores, no que diz respeito a qualidade nutricional. A
disponibilidade desses dados, também, ajudara a promoverem espécies e
variedades regionais, valorizando e preservando oOs ecossistemas que 0Os
produzem (BURLINGAME et al., 2009; RODRIGUEZ-BURRUEZO et al., 2011).

O estudo quimiométrico, através de analises multivariadas; em
particular, a andlise das componentes principais (ACP) e a analise hierarquica
por agrupamento (AHA); € uma ferramenta metodolégica que possibilita a
formacgao de grupos classificatérios de amostras, em estudo, de acordo com
suas semelhangas quimicas (CORREIA & FERREIRA, 2007; ABDI &
WILLIANS, 2010).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivos:



Estudar, quantitativamente e qualitativamente, a composicao
quimica dos carotendides, 6leos essenciais e triacilgliceridios da
polpa do pequi, em diferentes Municipios do Bioma Cerrado,
abrangendo os Estados do Maranh&o, Minas Gerais e Tocantins.

Verificar pelo emprego de analise multivariada, o reconhecimento de
padrées classificadores dessas amostras, segundo suas

caracteristicas quimicas.
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1. CAROTENOIDES DO PEQUI

1.1. INTRODUGAO

O pequi, além de outras caracteristicas quimicas relevantes, € um fruto
considerado excelente fonte de carotendides. Essa afirmacao parece ser um
consenso entre os consumidores desse fruto (RIBEIRO, 2000), como também
tem sido citada em algumas fontes da literatura cientifica (BRANDAO et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2006; LIMA et al., 2007; ALVES et al., 2008; OLIVEIRA
et al., 2008).

O interesse dos pesquisadores pelos carotendides vem crescendo
consideravelmente, por estas substancias estarem estreitamente relacionadas
a prevengao e/ou protegdo contra graves enfermidades, tais como: céancer,
doencgas cardiacas e oftalmicas, entre outras. Este fato, de alguma forma, esta
relacionado as provaveis propriedades antioxidantes apresentadas pelos
carotendides (OLIVER & PALOU, 2000; FRASER & BRAMLEY, 2004;
KRINSKY & JOHNSON, 2005; MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007b; DIAS et
al., 2009).

Os carotendides sao uma classe de pigmentos naturais, geralmente
produzidos por organismos fotossintetizantes, podendo ser encontrados em
varias frutas e hortalicas (SASS-KISS et al., 2005; STAHL & SIES, 2005;
O’'CONNELL et al., 2007). Alguns trabalhos tém relatado diferengas,
qualitativas e quantitativas, quanto ao teor de carotendides com atividade
provitamina A (CPVA) de frutas de uma mesma espécie, quando essas sao
cultivadas em diferentes regides do Brasil. Podendo-se citar, como exemplo:
estudos com a manga, Mangifera indica L. (MERCADANTE & RODRIGUEZ-
AMAYA, 1998); o maméao, Carica Papaya L. (KIMURA et al., 1991); o caju,
Anacardium occidentale L. (ASSUNCAO & MERCADANTE, 2003); a néspera,
Eriobotrya japonica Lindl. (FARIA et al., 2009); entre outros.



A variabilidade no teor de carotendides em espécies vegetais esta
relacionada, algumas vezes, com diferengas genotipicas (ROSSO &
MERCADANTE, 2005; CARDOSO et al., 2009; DAVEY et al., 2009). Essas
informagdes podem ser utilizadas em programas de selegédo de germoplasmas
e desenvolvimento de linhagens com quimiotipos/gendtipos superiores, no que
se refere aos teores mais elevados de carotendides, principalmente com

atividade provitamina A.

O desenvolvimento do presente trabalho teve como objetivos:

¢ Identificar os carotendides, presentes na polpa do pequi.

e Determinar, quantitativamente e qualitativamente, a composi¢ao dos
carotendides com atividade provitamina A, na polpa de pequi
(Caryocar brasiliense), em amostras coletadas em 18 municipios
situados em diferentes regides do Bioma Cerrado, abrangendo os
estados do Maranhdo, Minas Gerais e Tocantins.

o Verificar, através de analise multivariada, reconhecimento de padrdes

classificadores dessas amostras, segundo os teores de CPVA.
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1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. O PEQUI: Caryocar brasiliense Camb.

1.2.1.1. Aspectos Botanicos e Agronémicos

O enquadramento taxondmico do pequi € apresentado na Tabela 1.1.

A familia Caryocaraceae possui distribuicdo neotropical, incluindo dois
géneros e 25 espécies. No Brasil ocorrem os dois géneros e 13 espécies: dez
de Caryocar e trés de Anthodiscus. As espécies nativas de Anthodiscus
ocorrem na Amazbnia e na Mata Atlantica do Sul da Bahia, sendo A.
amazonicus a espécie nativa mais amplamente distribuida. Embora a maioria
das Caryocaraceae seja proveniente da Regido Amazoénica, o pequizeiro (C.
brasiliense) é nativo dos cerrados e considerada uma espécie caracteristica
deste tipo de vegetagao (SOUZA & LORENZI, 2005).

TABELA 1.1. Enquadramento taxonémico do pequi (Caryocar brasiliense

Camb.)
DIVISAO Magnoliophyta
CLASSE Magnoliopsida (Dicotiledonae)
ORDEM Theales (Guttiferales)
FAMILIA Caryocaraceae
GENERO Caryocar
ESPECIE Caryocar brasiliense Camb.

CRONQUIST (1988) e SILVA et al. (2001).

Botanicamente, o C. brasiliense se caracteriza como uma planta
arborea, frondosa, de 6 a 8 m de altura por 6 a 8 m de didmetro de copa;
porém, sua altura pode superar 10 m. Produz 500 a 2.000 frutos por planta
(SILVA et al., 2001). Seu tronco, com 2 m de circunferéncia, € robusto e
tortuoso, de casca espessa, cinza escura, fendida; ramos grossos, 0s
superiores angulosos, densamente pilosos. Folhas opostas, trifoliadas, de

foliolos ovalados, pilosos, com as bordas recortadas em dentes arredondados.
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As flores sao vistosas, em cachos, de cor branco-creme, calice partido, cinco a
seis pétalas obovadas, numerosos e longos estames, estilete tetra-partido
(FERRI, 1969; PRANCE, 1990).

O C. brasiliense floresce no periodo seco, agosto a novembro e produz
frutos durante a temporada de chuvas, janeiro a margo, embora possam ser
encontrados frutos em dezembro e abril (ARAUJO, 1995; LEITE et al., 2006;
PROENCA et al., 2006; FAGUNDES et al., 2007; VILELA et al., 2008).

O fruto do pequizeiro € uma drupa globosa verde, de tamanho variado,
cuja parte interna € uma polpa que, varia sua coloragao de amarelo intenso a
palido, recobrindo as saliéncias espinhosas (FERRI, 1969; BRANDAO et al.,
2002). Podem conter, em seu interior, de um a cinco putamens, também
denominados pirénios (ALMEIDA et al., 1998). Os frutos do pequi devem ser
coletados ao chao, logo que amadurecem e caem das arvores, quando sao
considerados maduros (OLIVEIRA et al., 2006). O detalhamento das partes

que formam o fruto do pequizeiro é apresentado na Tabela 1.2.

TABELA 1.2. Constituigado do fruto do Caryocar brasiliense

PARTES DO FRUTO | SUBDIVISOES DESCRIGAO
Exocarpo Fino e de coloracéo verde.
CASCA Mesocarpo Coriaceo e carnoso, de cor
Externo branco-creme ou amarelo claro.
PIRENIOS, Mesocarpo Interno | Polpa comestivel amarela e
PUTAMENS carnosa.
(CAROCOS) Endocarpo Améndoa, semente, ou castanha
envolvida por uma camada de
espinhos.

ALMEIDA et al. (1998); LOPES et al. (2003); VIEIRA et al. (2005); OLIVEIRA et
al. (2006); OLIVEIRA et al. (2008).

A Figura 1.1 ilustra o pequizeiro, Caryocar brasiliense Camb. No detalhe,
lado esquerdo da ilustragdo, tem-se suas folhas (“A”), flores (“B”) e frutos (“C”).
J4, a direita, destacam-se os pirénios junto a drupa (“D”); os pirénios cortados
transversalmente, mostrando a améndoa (“E”) e; finalmente, um prato tipico da

gastronomia regional — o arroz com pequi (“F”).
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FIGURA 1.1. llustragdo do Pequizeiro (Caryocar brasiliense).

1.2.1.2. Importancia da Espécie — Consideragoes

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) € uma espécie tipica do
Cerrado, que se destaca pelo alto potencial econémico (ARAUJO, 1995;
LOPES et al., 2003; SANTOS et al., 2006; VILELA et al., 2008); tornando-se a
arvore simbolo da resisténcia contra a destruicdo desse bioma, pela cultura
extensiva de graos (SILVA, 2006).

Dentre as frutiferas do Cerrado, o pequizeiro é uma das mais
importantes, podendo ser explorado de forma sustentavel e aproveitado de
diferentes formas pelas populag¢des locais (SANTANA & NAVES, 2003; SOUZA
et al., 2007). E considerado por muitos como o “Rei do Cerrado”. O extrativismo
de seus frutos representa uma importante atividade econémica, geradora de
emprego e renda (RIBEIRO, 2000). A comercializagdo destes frutos ocorre,
geralmente, as margens das rodovias e nas principais cidades; além dos
mesmos servirem como produto alimenticio basico, em épocas de safra para
as populacdes carentes do meio rural (ARAUJO, 1995).

CHEVES POZO (1997) relatou que no norte de Minas, durante a safra

do pequi — em geral dois meses do verdo — a colheita e a comercializagéo
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mobilizam 50% da populagéo rural e representam 54,7% da renda anual
desses trabalhadores. A quantia obtida com a venda do pequi, além de
contribuir com o orcamento familiar, serve para cobrir custos relacionados com
as lavouras e representa um consideravel reforgo na economia do agricultor.

Embora o pequi seja encontrado em todos os estados constituintes da
regidao de cerrado; em Goias, é reconhecido como um dos simbolos da
“goianidade” (NOGUEIRA, 2008). Adicionalmente, em um concurso realizado
pelo Instituto Estadual de Floresta de Minas Gerais, o pequizeiro (Caryocar
brasiliense Camb.) foi eleito arvore simbolo do Estado (BRANDAO et al., 2002).

Entretanto, a importancia social e econdmica apresentadas pelo pequi,
somadas a forma de exploracdo extrativista de seus frutos, tém desencadeado
uma “erosao genética” nesta espécie. Pois, em fungdo dos étimos precos, a
maioria dos frutos de alta qualidade, originados de genotipos superiores, €
coletada, impedindo assim a regeneragao natural. Aléem disso, a expanséao
agricola e demografica pode ocasionar a perda de material genético importante
sem que tenha conhecimento cientifico sobre a utilizagdo deste (MELO
JUNIOR et al, 2004). Todavia, o corte e comercializacdo da madeira do
pequizeiro sédo proibidos por lei, conforme previsto no artigo 16 da Portaria do
IBAMA n® 113 de 29/12/1995 (BRASIL, 1996).

1.2.1.3. Valor Nutricional

Os frutos de Caryocar brasiliense Camb., polpa e améndoa, apresentam
alto valor energético como pode ser observado na Tabela 1.3.

De acordo com dados da Tabela Brasileira de Composicédo de Alimentos
(TACO, 2006), a polpa do pequi, quando comparada a polpa de outras frutas e
sua améndoa, a de outras nozes e sementes, destacam-se pelos elevados
teores de lipideos e proteinas.

A polpa do fruto de pequi € rica em lipidios. Também se constitui em
uma fonte importante de fibra alimentar e de proteinas, fornecendo cerca de
360 kcal/100 g de material, as quais correspondem a 18% das necessidades
caldricas de um adulto com uma dieta de 2.000 kcal e 40% das necessidades
de fibra alimentar. Os componentes majoritarios da améndoa de pequi séo
lipidios e proteinas, apresentando um baixo teor de umidade e um teor elevado

de minerais, representado pelas cinzas (LIMA et al., 2007).
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TABELA 1.3. Composicdo centesimal (g 100 g') da polpa e améndoa do

pequi*

Constituintes Polpa Améndoa
Umidade (%) 41,50 + 2,00 8,68 + 0,08
Proteinas (Q) 3,00 +£0,13 25,27 + 0,74
Lipidios (g) 33,40 £ 3,76 51,51 +£0,35
Carboidratos™ (g) 11,45 8,33
Fibra Alimentar (g) 10,02 £ 0,2 2,20+ 0,1
Cinzas (9) 0,63 + 0,01 4,01 £ 0,51

Valor kcal 358,4 598,0
Energético*** kJ 1505,3 2511,6

LIMA et al. (2007).

* Valores expressos como média + desvio-padrao (amostras em ftriplicata).

** O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma das porcentagens de
agua, proteina, lipideos, fibra alimentar e cinzas.

*** O valor energético foi estimado considerando-se os fatores de conversdo de ATWATER de
4 keal g de proteina, 4 kcal g de carboidrato e 9 kcal g™ de lipidio.

1.2.2. CAROTENOIDES

1.2.2.1. Caracteristicas Quimicas

Os carotendides sdo uma classe de produtos naturais, lipossoluveis, que
ocorrem amplamente na natureza. S&o sintetizados por vegetais e por muitos
microrganismos, sendo responsaveis pelas cores de muitas flores, frutas e
sementes, com tons que variam do amarelo ao vermelho. As cores
caracteristicas de muitos passaros, insetos e invertebrados marinhos devem-
se, também, aos carotendides; entretanto, a presenca destes, em tecidos
animais, tém origem na dieta (GOODWIN, 1980; MOULY et al., 1999; FRASER
& BRAMLEY, 2004).

A estrutura basica dos carotendides é formada por duas unidades
basicas de 20C (diterpenos), constituidos por quatro unidades isoprendides
(CsHg), encadeados do tipo “cabega-cauda”. As duas estruturas diterpénicas
condensam-se do tipo “cabega-cabeca”, formando um tetraterpeno (Cao). Sé&o,

ainda, dotados de um sistema com duplas ligacbes conjugadas (polieno), que
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exercem influéncia sobre suas propriedades fisico-quimicas e bioquimicas
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007b). Derivam-se do licopeno, substancia de
cor vermelha caracteristica, que pode sofrer variados tipos de modificagcdes em
sua molécula, tais como: hidrogenacgéao, desidrogenacéo, ciclizagao, migragcao
de dupla ligacdo, encurtamento ou extensdo da cadeia, rearranjo,
isomerizagao, introducdo de substituintes ou combinagdes de processos
(FRASER & BRANLEY, 2004; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006).

Os carotendides podem ser ciclicos ou aciclicos e sao divididos em duas
classes: (i) carotenos ou carotendides hidrocarbdnicos, composto de apenas
carbono e hidrogénio; (ii) xantofilas ou carotendides oxigenados, que
geralmente apresentam em seus anéis terminais os grupamentos epoxi,
carbonila, hidroxila, entre outros (LESELLIER et al, 1993; MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2007c; MOULY et al., 1999). As estruturas de alguns
carotenoides sdo apresentadas na Figura 1.2.

AN S e Ve Vg Vs N A

Licopeno — substancia da qual se derivam os demais carotendides — aciclico

a-caroteno — ex. de carotendide hidrocarboneto — ciclico

anteraxantina — ex. de carotendide oxigenado (xantofila) — ciclico

FIGURA 1.2. Exemplos de estruturas quimicas de carotendides.
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1.2.2.2. Nomenclatura

Os carotendides receberam seus nomes de acordo com a fonte de onde
foram isolados pela primeira vez. Assim, o termo “caroteno” vem do nome
cientifico da cenoura, Daucus carota L., enquanto que o pigmento violaxantina
€ uma xantofila e foi isolado, inicialmente, da flor amor-perfeito, Viola tricolor L.
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007b). Na atualidade se utiliza uma
nomenclatura “semi-sistematica” que fornece informagdes estruturais (Tabela
1.4). Assim, consideram-se as duas metades da molécula de carotendide e o
composto é denominado como um derivado do caroteno correspondente,
especificando os grupos terminais por letras gregas (Figura 1.3). As alterag¢des
nos niveis de hidrogenagéo e a presenca de grupos substituintes sdo indicadas
pelo uso de prefixos e sufixos (FRASER & BRANLEY, 2004; MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2007b).

TABELA 1.4. Exemplos de nomes semi-sistematicos de alguns carotendides

Nome comum [ Nome semi-sistematico

anteraxantina | 5,6-epoxi-5,6-diidro-g,3-caroteno-3,3’-diol

a-caroteno B,e-caroteno

licopeno W, y-caroteno

neoxantina 5,6’-epoxi-6,7-dideidro-5,6,5’,6’-tetraidro-g,3-caroteno-3,5,3’-triol
violaxantina 5,6,5,6’-diepoxi-5,6,5,6’-tetraidro-@,8-caroteno-3,3’-diol
luteina B,e-caroteno-3,3’-diol

zeaxantina B,B-caroteno-3,3’-diol

B-criptoxantina | 8,8-caroten-ol

RODRIGUEZ-AMAYA (2001) e MELENDEZ-MARTINEZ et al. (2007b).

1.2.2.3. Fungoes

Os carotendides realizam processos fisiologicos essenciais de
desenvolvimento das plantas e exercem, também, um papel importante na
saude e nutricdo animal (FARRE et al., 2010).

Nas plantas os carotendides sao produzidos nos cloroplastos e
cromoplastos. Nos cloroplastos, cumprem uma série de funcdes vitais no
processo da fotossintese como a absorgédo de luz e, principalmente, protecao

contra a fotooxidag&o. Entretanto, a sintese dos carotendides nos cromoplastos
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tem, ainda, a finalidade de atrair outros organismos, como insetos e herbivoros
polinizadores a fim de promover a disseminacdo de podlen e sementes
(BARTLEY & SCOLNIK, 1995; FARRE et al., 2010; ZHU et al., 2010).

W

FIGURA 1.3. Grupos terminais presentes nas moléculas de carotendides
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007b).

Dos mais de 600 tipos de carotendides isolados e identificados, em torno
de 10% podem ser metabolizados e convertidos em vitamina A, em uma
variedade de espécies animais (OLSON, 1994; YEUM & RUSSELL, 2002).
Entretanto, na nutricdo humana, a atividade da vitamina A deriva de duas
fontes: vitamina A pré-formada — ésteres de retinil (obtidos de alimentos de
origem animal) e provitamina A — na qual as fontes sdo os carotendides
provitaminicos A, como B-caroteno, a-caroteno e (B-criptoxantina, provenientes
de alimentos vegetais. Para apresentar uma atividade provitamina A, a
molécula do carotendide deve ter pelo menos um anel B-ionona n&o-
substituido. Deve, ainda, possuir o numero e a posigao, corretos, dos grupos
metilas na cadeia do polieno. O B-caroteno € o mais potente dos precursores
de vitamina A (com dois anéis B-ionona). Ja B-criptoxantina e a-caroteno
apresentam um unico anel B-ionona (HARRISON, 2011). Pode-se citar, ainda,
outros carotendides com atividade provitamina A, tais como: y-caroteno; os
isdmeros 9-cis, 13-cis e 15-cis do B-caroteno; citananxantina; a-criptoxantina;

equinenona; B-zeacaroteno; entre outros (BARUA, 2004).
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Tanto os carotendides que possuem atividade provitamina A, quanto os
que ndo a possuem sao encontrados nos tecidos humanos exercendo as mais
variadas fungdes; podendo ser responsaveis, especificamente, por diferentes
efeitos de promogao da saude (YEUM & RUSSELL, 2002).

Deve-se mencionar que 90% dos carotendides que compde a dieta
humana e, portanto, presentes nos tecidos do corpo sao representados por 3-
caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina e B-criptoxantina. As propriedades
antioxidantes dos carotendides tém sido sugeridas como sendo o principal
processo pelo qual eles oferecem seus efeitos benéficos. Estudos recentes
apontam também que os carotendides podem mediar seus efeitos por outros
mecanismos, tais como, regulagdo do crescimento e da comunicagao celular,
modulagdo da expressdo génica, estimuladores da resposta do sistema
imunoldgico, entre outros. Adicionalmente, sdo atribuidas aos carotendides
acdes quimiopreventivas, ou seja, atuam na prevengdo de muitas doencgas
cronicas: sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA); enfermidades
cardiovasculares, oftdlmicas e carcinogénicas (BURRI, 1997; EDGE et al.,
1997; PALACE et al., 1999; HUGUES, 2001; KRISTAL, 2004; TAPIERO et al.,
2004; KRINSKY & JOHNSON, 2005; STAHL & SIES, 2005; RAO & RAO,
2007).

1.2.2.4. Analise de Carotendides

A analise dos carotendides compreende uma série de etapas
caracteristicas, tais como, amostragem, extracdo, saponificagcdo, analise
cromatografica e espectrofotométrica, identificagdo e quantificacédo
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007c).

A. Extracao e Saponificacao:

O sistema de ligagcbes duplas conjugadas, caracteristicas dos
carotenodides, produz os principais problemas associados a manipulacido destes
que é a sua instabilidade, especialmente no que se referem a luz, ao oxigénio e
ao calor. Qualquer um desses fatores pode gerar a degradagdo e/ou a
transformacao (isomerizacdo, por exemplo) dos carotendides presentes na
amostra e, consequentemente, a mudanga na composi¢cdo desta. Alguns
cuidados sdo necessarios, tais como: uso de antioxidantes; conducido dos
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experimentos com pouca iluminagdo; emprego de evaporador rotativo ou de
fluxo de nitrogénio gasoso para evaporagao das amostras; armazenamento das
amostras no escuro e em atmosfera de nitrogénio ou argdnio, em torno de
-20°C. O uso de antioxidantes € uma das estratégias mais comuns para evitar
a oxidacao durante a extracdo e tratamento de amostras, principalmente
quando as amostras sdo saponificadas. O BHT (2,6-di-tert-butil-4-metilfenol) é
o antioxidante mais utilizado, geralmente a uma concentragcéo de 0,01 a 0,1%
na solugéo extratora (OLIVER & PALOU, 2000).

Nao ha um procedimento padrdo na extragdo de carotendides devido a
diversidade de amostras contendo estes compostos (folhas, flores, frutos,
tecidos animais, microorganismos entre outros) e, também, a variedade de
carotendides que podem ser encontrados, nestas amostras. Diversos sao os
solventes empregados, sozinhos ou combinados, tais como: acetona, metanol,
hexano, éter de petroleo, éter dietilico, tetraidrofurano, diclorometano, entre
outros (QUIROS & COSTA, 2006).

ApOs a extragao dos carotendides, opcionalmente, a segunda etapa do
protocolo de analises de determinacdo de carotendides € a saponificacao.
Geralmente os carotendides hidroxilados (xantofilas) presentes em frutas e
hortalicas encontram-se esterificados aos acidos graxos. Além disso, o grau de
esterificacdo pode ser diferente em fungdo do numero de hidroxilas presentes
nessas substancias (OLIVER & PALOU, 2000). Adicionalmente, a
saponificagdo € um meio eficaz de remover clorofilas e lipidios indesejaveis,
que podem interferir com a separagao cromatografica e encurtar a vida util da
coluna utilizada em anadlises por CLAE. A saponificagdo tem por objetivo
hidrolisar os carotendides esterificados aos acidos graxos, faciltando a
separagao cromatografica, identificacdo e quantificagdo destes, uma vez que
dessa forma ocorrera a analise de carotendides livres (MELENDEZ-MARTINEZ
et al.,, 2007c). No entanto, prolonga o tempo de analise, podendo provocar
isomerizagao de carotendides e a formagao de produtos de degradacdo. A
extensdo da degradagdo depende das condi¢gdes utilizadas, estando
diretamente relacionada a concentracdo de alcalis e a temperatura em que
ocorre a reagao de saponificagdo (KIMURA et al., 1990; RODRIGUEZ-AMAYA,
2001). Normalmente, a saponificacao é realizada em solugdo de KOH (aquosa,

etandlica ou metandlica), sendo que a concentragcdo pode variar de 10 a
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60% (m/v). Apés a saponificacdo, a amostra é extraida com éter etilico ou
hexano, em seguida, o extrato € lavado varias vezes com agua até que todo
alcali (KOH) seja removido (OLIVER & PALOU, 2000).

B. Analise Cromatografica:

Os métodos cromatograficos, cromatografia em coluna de vidro
recheada (CCV) e cromatografia de camada delgada (CCD), foram
originalmente utilizados para a analise de carotendides (SCHOEFS, 2004).
Historicamente, a maioria dos dados sobre carotenos, em tabelas de
composi¢cédo de alimentos, originou-se de analise espectrofotométrica em um
comprimento de onda (450 nm), especificado e quantificado, pela comparagéo
com padrdes de B-caroteno; ou, ainda, apds separagao cromatografica (CCV
ou CCD), dos carotendides presentes na amostra, posterior quantificacéo
destes, também por espectrofotometria, nos comprimentos de maxima
absorgao correspondentes (SU et al., 2002).

As cromatografias em coluna de vidro recheada e em camada delgada
trazem como inconvenientes a necessidade de grandes quantidades de
amostra e a dificuldade de recuperacdo dos carotendides totais. Entretanto,
com os avangos de outras metodologias cromatograficas, de melhor resolugéo
e velocidade, essas técnicas quase nao tém sido empregadas (TSAO & DENG,
2004). Contudo, a cromatografia em coluna de vidro recheada é ainda muito
utilizada, para o isolamento de padrbes a partir de matrizes ricas em
determinado carotendide, objetivando a posterior identificacdo e quantificagéo
deste na amostra investigada (KIMURA & RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).

Com o desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), fase normal e fase reversa, varias metodologias foram descritas a fim
de separar carotenos e xantofilas (QUIROS & COSTA, 2006).

A evolucao de equipamentos para analise por CLAE é paralela a, de uso
de hardware em laboratérios. Os atuais cromatoégrafos para CLAE sdo mais
compactos, precisos, automatizados e de facil operagdo. A maioria dos
cromatégrafos atuais tem um software especial para controlar,
automaticamente, todos os parametros do sistema, obter cromatogramas e, ao
mesmo tempo, possibilitar a integracdo de dados e calculo dos resultados
(OLIVER & PALOU, 2000).
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Os detectores espectrofotométricos, que sao usados para detectar
carotendides, tém demonstrado uma evolucdo semelhante ao dos
cromatégrafos. O detector, anteriormente empregado era o ultravioleta-visivel
(UV-Vis). Na atualidade, sistemas de deteccdo mais sofisticados tém sido
empregados, de forma generalizada, tais como o acoplamento de um detector
de arranjo de diodos (DAD). O sistema DAD possibilita uma coleta continua de
dados durante a anadlise espectrofotométrica, possui alta sensibilidade e
precisdo, permitindo o emprego de qualquer comprimento de onda e a
gravagao de toda a gama do espectro (190 — 800 nm). Assim, na corrida
cromatografica dos extratos obtidos das amostras, cada um dos picos do
cromatograma registrado pode ser monitorado, nos diversos comprimentos de
onda, pelos seus respectivos espectros de absor¢géo (OLIVER & PALOU, 2000;
FURR, 2004; QUIROS & COSTA, 2006).

Os carotendides possuem uma natureza hidrofébica, portanto, as
analises em colunas C18 (octadecil-silica), fase reversa (FR), sdo as mais
utiizadas (SCHOEFS, 2004). Colunas C30-FR s&o, particularmente,
adequadas para uma melhor separagao de isbmeros cis-trans de carotendides,
devido a maximizacdao das interagcdes entre o analito e a fase estacionaria,
possibilitada pela similaridade de tamanho entre ambos (EMENHISER et al.,
1995; SASS-KISS et al., 2005).

A fase movel é geralmente composta de solventes organicos
(SCHOEFS, 2004) e a eluicdo desta pode ser isocratica ou fazendo uso de
gradientes (SU et al., 2002).

C. Identificacao e Quantificacao:

O sistema de duplas conjugadas dos carotendides constitui o
grupamento cromoéforo dos carotendides e esta diretamente ligado a absorgéo
de luz e, consequentemente, a coloragdo da molécula; servindo como base
para sua identificacdo e quantificacdo. O espectro UV-Visivel é a primeira
ferramenta de diagndstico para a identificagao de carotendides. O comprimento
de onda de absorcdo maxima (Amax) € @ forma do espectro (estrutura fina)
sdo caracteristicos do cromoforo. A maioria dos carotendides absorvem luz em
trés comprimentos de onda maximos, resultando em trés picos nos espectros.

Quanto maior o numero de duplas conjugadas, maiores serdo os valores de
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Amax- P€lo menos, sete ligagdes duplas, conjugadas, sdo necessarias para que
um carotendide apresente coloragcdo perceptivel, ou seja, na regido do visivel
(OLIVER & PALOU, 2000; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2007b).

Grupamentos carbonilicos, isolados, ndo alteram o espectro; entretanto,
quando conjugados com a série de duplas ligagdes, estendem a cadeia
cromofora. Isso resulta em uma alteragédo batocrémica (deslocamento para um
maior comprimento de onda), e perda da estrutura fina do espectro; na medida
em que o espectro, com trés picos de absorgdo maxima, € substituido por uma
unica curva larga como, por exemplo, a equinenona (cor laranja) e a
cantaxantina (vermelho-alaranjado). Ainda, a introdugdo de substituintes
hidroxilas e metoxilas, presentes nas xantofilas, ndo afetam o cromodforo.
Portanto, praticamente, ndo tem efeito sobre o espectro de absorgédo. Assim,os
espectros de luteina, zeinoxantina e a-criptoxantina se assemelham ao do a-
caroteno; enquanto que os espectros de p-criptoxantina e zeaxantina sao
similares ao do B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os espectros de absorgdo de carotendides sao, marcadamente,
dependentes do solvente empregado. Para tal, informag¢des referentes ao
solvente ou mistura de solventes e, ainda, o tipo de eluicdo (isocratica ou
gradiente) devem ser fornecidas na apresentacao dos espectros, obtidos pelo
detector de arranjo de diodos, pela analise CLAE (BRITTON, 1995).

Na atualidade, os espectros de absorgao sao, raramente, mostrados em
artigos cientificos. Entédo, para se dar uma idéia da estrutura espectral fina, a
relacao %III/I1 € algumas vezes apresentada (Figura 1.4). Essa relagdo € uma
propriedade fisico-quimica dos carotendides, que consiste na relacdo entre a
altura (amplitude) do pico de absorvancia de maior comprimento de onda,
designado III, e a altura do pico de absorvancia de comprimento de onda
intermediario (valor médio), designado II, tendo o minimo entre os dois picos
como linha de base, multiplicado por 100 (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A quantificacdo de carotendides por CLAE é realizada por meio de
calibracdo interna ou externa, na qual as concentragdes dos padrées sao
também determinadas, espectrofotometricamente, assumindo os coeficientes
de absorcao tabulados. Uma fonte constante de padrdes de carotendides é

necessaria. A precisdo dos resultados analiticos é dependente da precisao das
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concentragbes das solugbes padroes, utilizadas na construgdo das curvas
analiticas. Infelizmente, apenas alguns padrdes de carotendides (por exemplo:
a-caroteno, B-caroteno e licopeno) estdo disponiveis, comercialmente, com
custos mais acessiveis. Alguns carotendides tém que ser isolados e purificados
a partir de fontes naturais pelo analista. Isto pode ser feito pela cromatografia
liquida em coluna de vidro recheada ou por acumulacéo de fragdes separadas
por CLAE, em varias corridas. Ambos os métodos assumem que o0s
coeficientes de absorgao tabulados sao precisos. Deve-se registrar que néo ha,
ainda, padrdes internos adequados, comercialmente disponiveis, com
caracteristicas quimicas (propriedades espectrais) semelhantes a dos
carotendides para a quantificagao destes (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

I
I
0 linha de base

Absorvancia

Comprimento de Onda

FIGURA 1.4. Calculo de %III/Il com indicagao na estrutura espectral fina.
Onde: %III/IT = III/II x 100 (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

1.2.3. CAROTENOIDES NO PEQUI

RAMOS et al. (2001) identificaram e quantificaram os carotendides do
Caryocar brasiliense. Para tal, procederam a analise espectrofotométrica de
cada substancia isolada da polpa do pequi, crua e cozida, nos respectivos

espectros de absorcao UV-Visivel. O isolamento dos carotendides foi realizado
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empregando-se cromatografia liquida em coluna de vidro, recheada com oxido
de magnésio e celite. Os compostos identificados foram: [-caroteno, (-
caroteno, criptoflavina, B-criptoxantina, anteraxantina, zeaxantina e
mutatoxantina. Os respectivos teores de CPVA e de carotendides totais foram:
115,16 e 231,09 ug g™ (polpa crua); 33,34 e 154,06 ug g’ (polpa cozida).
Entretanto, AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-AMAYA (2004)
identificaram, na polpa de pequi, os seguintes carotendides: violaxantina,
luteina, zeaxantina, neoxantina, B-criptoxantina e [-caroteno. A estrutura
desses compostos € mostrada na Figura 1.5. Para tal fizeram uso de
instrumentacdo mais sofisticada como a cromatografia liquida de alta eficiéncia,

acoplada ao detector de arranjo de diodos e ao espectrémetro de massas.

1.2.3. ESTUDO QUIMIOMETRICO — ANALISE MULTIVARIADA

A quimiometria € uma parte da quimica que utiliza métodos
matematicos, computacionais e estatisticos com o objetivo de definir ou
selecionar as condi¢cdes 6timas de medidas e de realizacbes de experimentos;
como também de permitir a obtencdo do maximo de informacgdes, a partir da
analise dos dados quimicos (BRUNS & FAIGLE, 1985; HOPKE, 2003).

Embora os experimentos quimicos envolvam um elevado numero de
variaveis, apenas pequena quantidade pode conter a maior parte das
informacdes quimicas, enquanto que as demais informacbdes apresentam
pouca contribuicdo. Essa redugdo do numero de variaveis € representada por
graficos bi ou tridimensionais, e denominada de analise das componentes
principais (ACP); sendo este um dos métodos mais empregados na extragéo e
interpretacdo de informacdo de dados multivariados. Também € possivel
formar grupos entre as amostras, de acordo com suas similaridades quimicas e
com todas as variaveis disponiveis, e representa-las de maneira bidimensional
em um dendrograma. Em geral, a andlise de componentes principais (ACP) e
hierarquica por agrupamento (AHA) sado técnicas de estatistica multivariada
complementares, que apresentam um amplo campo de aplicagdo em analise
de dados (MOITA NETO & MOITA, 1998).
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FIGURA 1.5. Estruturas quimicas dos carotendides presentes na polpa do
pequi (AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-AMAYA 2004).
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1.2.4.1. Matriz de Dados

Esses graficos (ACP e AHA) s&o obtidos a partir de uma matriz, em que
0s objetos s&o dispostos em linhas e as variaveis em colunas. Exemplificando,
0s objetos da matriz podem ser constituidos de amostras e as variaveis
constituidas de informagdes quimicas respectivas para cada amostra analisada
(MOITA NETO & MOITA, 1998).

Entdo, a matriz dos dados € constituida por n medidas de diferentes
propriedades (variaveis) obtidas a partir de m amostras (objetos), gerando uma
matriz de dados X formada por m x n elementos (m linhas correspondentes as
amostras e n colunas correspondentes as variaveis (concentragdes destas
amostras, caracteristicas fisico-quimicas, dados geograficos etc.) Assim, na
matriz X (Figura 1.6), a j-ésima variavel é representada por um vetor coluna,
enquanto o j-ésimo objeto é representado como um vetor linha chamado vetor
resposta e pode ser descrito como um ponto no espago n dimensional.
Portanto, a matriz pode ser ilustrada graficamente tanto no espago das linhas
como no espago das colunas. O espaco das linhas é formado com linhas da
matriz como eixos. Para n colunas, o espaco das linhas consiste em colocar
em um grafico n pontos (cada ponto correspondendo a uma coluna). A matriz
no espago das colunas é aquela em que as colunas formam os eixos, e as
linhas, os pontos tridimensionais (MOITA NETO & MOITA, 1998).

X1t X e Xif oo Xia
X X2
X = \ objetos
Xil Z . Xij : :
Xml g S s wwt oXomm
variaveis —

FIGURA 1.6. Matriz X, constituida por m objetos e n variaveis.
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1.2.4.2. Autoescalonamento

Em geral, antes que o modelo seja desenvolvido, é necessario ajustar os
dados originais devido as distor¢des causadas por escalas diferentes das
diversas variaveis. Algumas apresentam valores absolutos, com ordem de
grandeza muito superior a de outras variaveis. Com isso, o efeito daquelas de
menor ordem de grandeza pode ser encoberto, ocorrendo perda de informagao
estatistica e quimica. Para evitar isso, uma opgao é fazer uma padronizacao
dos dados para que cada variavel tenha a mesma influéncia no estagio inicial
dos calculos. Uma das principais ferramentas para se resolver esse problema é
denominada autoescalonamento, através do qual a informacéao estatistica dos
dados originais é preservada, realizando uma transformagéo sobre o conjunto
original dos dados de modo que cada variavel apresente média zero e
varidncia unitaria. Esta transformacdo expressa cada observacdo como o
numero de desvios padrdao da média. Entdo, os resultados obtidos para uma
mesma variavel (coluna) sdo subtraidos do valor médio (x;) e divididos pelo
desvio-padrao do conjunto de resultados obtidos para essa variavel (S;). Esse
calculo é realizado para cada uma das amostras contidas no conjunto de dados
original. A Equacao 1.1 indica o calculo matematico que se realiza para cada
um dos elementos de interesse (variaveis) da matriz de dados (CORREIA &
FERREIRA, 2007).

xij—fij

Autoescalonamento (ae) — Xjjge) = S
J

EQUAGAO 1.1.

Resumidamente, o principal objetivo da padronizacdo e do
escalonamento dos dados originais € expressar cada observagdo em termos
de variacbes, independente do tipo de dado estudado; assegurando que as
influéncias relativas das diferentes variaveis sobre os calculos sejam
independentes das suas unidades, ja que passam a ser expressas em
unidades de desvio-padrdo (WISE & GALLAGHER, 1996; ABDI & WILLIANS,
2010).
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1.2.4.3. Medidas de Similaridades

Para se estudar a similaridade entre os dados originais, cada objeto é
ilustrado como um ponto no espaco n dimensional e, portanto, pode ser
agrupado com outros proximos. Para isso, alguns parametros sao utilizados
para verificar a melhor associagdo, tais como: covaridncia e correlagao;
medidas da disténcia, podendo-se utilizar a distédncia Euclidiana (ABDI &
WILLIANS, 2010).

1.2.4.4. Analise das Componentes Principais (ACP)

As técnicas estatisticas de analise multivariada sdo comumente
empregadas em estudos que envolvem grande numero de variaveis que devem
ser consideradas simultaneamente. Essas analises possibilitam que algumas
informacodes e interpretagdes sejam adquiridas, o que nao seria possivel ao se
utilizar estatistica univariada (MOITA NETO & MOITA, 1998).

A analise das componentes principais (ACP) € uma técnica que consiste
em converter um conjunto original de variaveis em um novo conjunto
(componentes principais) com dimensbdes equivalentes (CORREIA &
FERREIRA, 2007). A componente principal representa uma combinagéo linear
de todas as variaveis originais, sendo independentes entre si e estimadas com
0 objetivo de manter o maximo de informagdo contida nos dados iniciais,
através da variacado total. Em resumo, a ACP consiste em transformar n
variaveis originais em n componentes principais, através de combinagdes
lineares. Essas componentes devem ser ortogonais entre si, e sdo obtidas em
ordem decrescente da maxima variancia. Desta forma, a primeira componente
principal apresentara mais informagao estatistica que a segunda, que, por sua
vez, tera mais informagao que a terceira, e assim sucessivamente (MOITA
NETO & MOITA, 1998).

Uma das principais vantagens deste método é a redugdo da
dimensionalidade dos pontos representativos das amostras, pois, embora a
informacéao estatistica presente nas n variaveis originais seja a mesma dos n
componentes principais, € comum obter em apenas duas ou trés componentes
principais mais de 90% desta informagédo (MOITA NETO & MOITA, 1998).
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Dentre as informagdes extraidas pela ACP, destaca-se a capacidade de
examinar as inter-relagbes entre todos os dados estudados, de forma a resumir
um grande conjunto de dados em um menor; possibilitando a eliminagéo de
ruidos, ou seja, dados que pouco contribuem em termos de variagao. Isto &
muito util e, geralmente, utilizado quando grandes quantidades de informacdes
necessitam de ser manipuladas (WISE & GALLAGHER, 1996).

1.2.4.5. Analise Hierarquica por Agrupamento (AHA)

A técnica de analise hierarquica por agrupamento interliga as amostras
por suas similaridades, resultando em um grafico bidimensional, denominado
dendrograma. Neste tipo de grafico, quanto menor a distancia entre dois pontos
quaisquer, maior a semelhangca entre eles (FORINA et al., 2002).
Matematicamente, esses graficos sao obtidos pelo agrupamento de pares de
pontos que estdo mais préximos no espaco, utilizando a distancia Euclidiana.
Em seguida, esses pares sédo substituidos por um novo ponto localizado na
metade da distancia entre eles. Este procedimento, quando repetido até que
todos os pontos sejam agrupados em um sé ponto, leva a construcdo do
dendrograma. Neste grafico, as amostras s&o dispostas no eixo horizontal e, no
eixo vertical, o indice de similaridade (CORREIA & FERREIRA, 2007).

Os dendrogramas, portanto, consistem em diagramas que representam
a similaridade entre pares de amostras (ou grupos de amostras) numa escala
que vai de 1 (identidade) a zero (nenhuma similaridade). Este tipo de
representacao grafica torna-se imprescindivel na visualizagdo de semelhangas
entre amostras ou objetos representados por pontos em espago com dimenséo
maior do que trés, em que a representagdo de graficos convencionais nao €
possivel (FORINA et al., 2002).
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1.3. MATERIAIS E METODOS

1.3.1. MATERIAL VEGETAL

As coletas das amostras foram realizadas nos Estados do Maranhdo,
Minas Gerais e Tocantins. Foram coletadas amostras de 18 populacdes, entre
os meses de dezembro de 2009 e janeiro de 2010.

A escolha dos locais de coleta foi, prioritariamente, o Estado de Minas
Gerais, o qual tem o Bioma Cerrado equivalente a 57% do total da area
ocupada pelas demais vegetacdes (41% Mata Atlantica e 2% Caatinga), que
corresponde a 16% de todo o Cerrado Nacional (IBGE, 2004). As aquisi¢cdes
das amostras, em Minas Gerais (12 populagbes), abrangeram: a Regi&o
Central (Curvelo e Felixlandia); a Regido do Noroeste de Minas (Arinos e Unai)
e a Regidao do Norte de Minas (Bocaiuva, Claro dos Pog¢des, Grao Mogol,
Januaria, Japonvar, Montes Claros, Pirapora e Salinas) — fronteirica ao Bioma
Caatinga. A distancia aproximada entre os municipios foi em torno de 100 km.

A selecao dos demais locais de aquisicdo de amostras, Estados do
Maranhao e do Tocantins, levou-se em conta a representatividade, no que diz
respeito ao Bioma Cerrado; ou seja, 65% e 91% do total da area ocupada pelas
vegetacdes e 11% e 12% de todo Cerrado Nacional, respectivamente (IBGE,
2004); como também as, provaveis, diferengas geograficas. Deve-se destacar
que o Cerrado do Estado do Maranhao situa-se em regido de fronteira com a
Floresta Amazénica.

A coleta dos frutos, apds queda natural, foi realizada nos Municipios, em
areas com pouca interferéncia antropicas, em horarios matutinos. Depois de
coletados, os frutos foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo e
transportados para o Departamento de Quimica (DEQ) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), onde foram armazenados, com a casca, em freezer a
temperatura de congelamento de -18 °C até que se procedessem as analises.
De maneira aleatoria dividiu-se as amostras em trés lotes: dois lotes de * 4 kg,
analise de carotendides e de dleos fixos (Capitulo 3) e um lote com + 12 kg,

analise de oleos essenciais (Capitulo 2). Testemunhas de cada uma das
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populagdes foram herborizadas (exsicata e carpoteca) e incorporadas ao

acervo do Herbario VIC do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da UFV.

As populacodes e os detalhes de coleta estdo sumarizados na Tabela 1.5.

TABELA 1.5. Populagbes de Caryocar brasiliense, codigo das amostras, data

da coleta dos frutos, dados geograficos* e Registro no Herbario

DBV/UFV
Estado Municipio Cdédigo Data Coleta Latitude | Longitude Numero
(més/ano) Registro
Barra do Corda BAR 01/2010 | 05°37°30"| 45°07°30" |VIC32272
MA Grajau | (Gato Pret?) GAT 01/2010 | 05°52'30"| 46°07°30" |VIC32271
Grajau Il (Olhos D’Agua) | OLH 01/2010 | 05°52'30"| 46°07°30" |VIC32273
Lajeado Novo LAJ 01/2010 | 06°07°30"| 47°07°30" |VIC32270
Arinos ARI 12/2009 | 15°56'15"| 46°03'45" [VIC34071
Bocaiuva BOI 12/2009 17°03'45"| 43°48'45” |VIC34077
Claro dos Pocbes CLA 01/2010 17°03'45"| 44°11'15” | VIC34082
Curvelo CUR 01/2009 18°48'45"| 44°26'15” | VIC34079
Felixlandia FEX 01/2010 18°48'45"| 44°56'15" [ VIC34080
Grao Mogol GRA 01/2010 16°33'45”| 42°56'15" [ VIC34073
me Januaria JAN 12/2009 | 15°26°15”| 44°18'45" [VIC 31602
Japonvar JAP 12/2009 | 15°56'15"| 44°18'45" [VIC 31601
Montes Claros MOC 01/2010 | 16°41'15"| 43°48'45" | VIC34081
Pirapora PIR 01/2010 | 17°18'45"| 44°56'15" | VIC34072
Salinas SAL 01/2010 | 16°11'15”| 42°18'45" |VIC33269
Unai UNA 01/2010 | 16°18'45"| 46°56'15" | VIC34076
Parana PAR 12/2009 12°37°30"| 47°52'30” |VIC34078
To Peixe PEI 12/2009 12°07°30”| 48°37°30" [VIC34075

* Dados obtidos através de http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br — em 12/08/2010.

1.3.2. ANALISE DOS CAROTENOIDES NA POLPA DO PEQUI

1.3.2.1. Preparo das Amostras - Obtenc¢ao da Polpa

Para se proceder as analises foi feito, o despolpamento dos pirénios,

apos a eliminagao da casca (exocarpo). Tanto a retirada da casca, quanto o
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despolpamento foram realizados, manualmente, com o uso de luvas de latex,

empregando-se, para tal, facas afiadas de ago-inoxidavel.

1.3.2.2. Anadlise dos Carotendides Provitamina A — CPVA

A andlise dos carotendides foi realizada no Laboratério de Analise de
Vitaminas (LAV), do Departamento de Nutrigdo e Saude da UFV. Procedeu-se
as analises utilizando a ordem de aquisigdo das amostras, com o objetivo de
que as mesmas estivessem em condicbes semelhantes, no que se refere ao
menor tempo possivel de armazenamento.

Todos os reagentes utilizados nas etapas de extracdo dos carotendides
e subsequentes saponificacdo e concentragdo foram de grau analitico PA
(VETEC Quimica Fina Ltda.). Ja os reagentes empregados nas analises
cromatograficas foram de grau cromatografico (TEDIA-USA). A extragdo e
analises das amostras foram realizadas, em ftriplicata, em sala escura, usando

frascos de vidro ambar.

A. Extracao dos Carotendides:

O processo de extracdo dos carotendides realizou-se de acordo com
RODRIGUEZ et al. (1976) com algumas adaptagbes. A polpa obtida foi
homogeneizada em mini-processador de alimentos doméstico (marca BLACK &
DECKER, modelo KPMHC3IT). Pesou-se cerca de 5,00 gramas de cada
amostra. Adicionou-se 60 mL de acetona resfriada, aproximadamente 10 °C (3
x 20 mL) e procedeu-se a extragdo com o uso de um triturador, em ago-inox
(MARCONI — MA-102). A extracdo com acetona foi repetida até o residuo se
tornar claro. O extrato obtido foi filtrado em funil de Blchner, utilizando-se papel
de filtro livre de cinzas (INLAB - tipo 50), 9 cm de didmetro. Em seguida, o
filtrado foi transferido, aos poucos, para um funil de separacdo, previamente
adicionado de 50 mL de éter de petrdleo resfriado, em torno de10 °C. Lavou-se
cada fragdo com agua destilada (minimo 3 vezes) para a eliminagao de toda a
acetona e, consequentemente, a transferéncia dos pigmentos para o éter de

petroleo.
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B. Saponificacao do Extrato:

Devido ao elevado teor de lipidios dos frutos do pequi (GARCIA et al.,
2007; SEGALL et al., 2006) e a presenga de xantofilas evidenciadas em
trabalhos anteriores (RAMOS et al, 2001; AZEVEDO-MELEIRO &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004), ap6s a extragcao dos carotendides foi necessario
fazer a saponificagao do extrato.

A saponificagcdo das amostras se deu de acordo com metodologia
proposta por MERCADANTE (1999). Para tal, recolheu-se o extrato etéreo
contendo os carotendides (50 mL) acondicionando-o em erlenmeyer ambar de
250 mL. A este foram adicionados 50 mL de solugao metandlica (10% de KOH
+ 0,5% de BHT, marca MERCK). Agitou-se a mistura, aplicou-se gas nitrogénio
por 1 minuto e, em seguida vedou-se a tampa do erlenmeyer com papel
aluminio e parafilme. A mistura permaneceu em repouso no escuro, durante 16
horas, a temperatura ambiente.

ApOs a saponificagao, a mistura foi lavada com agua destilada (3x), em
funil de separacéao, para retirar toda a solugado de saponificacdo. Acrescentou-
se sulfato de sddio anidro (uma espatula) a solugéo de carotendides, em éter
de petroleo. Procedeu-se a evaporagcdo do extrato em éter de petréleo,
utilizando evaporador rotativo, na faixa de temperatura entre 35 e 37 °C. Os
pigmentos obtidos foram redissolvidos em éter de petrdleo (25 mL) e

armazenados em frascos de vidro ambar, no congelador (- 5 °C).

C. Analise Cromatografica:

Antes das analises, aproximadamente 4 mL do extrato, em éter de
petréleo, foi secado sob fluxo de nitrogénio gasoso e redissolvido em 2 mL de
acetona (grau cromatografico). Em seguida, as amostras foram filtradas em
unidades filtrantes de polietileno (HV-Millex — 0,45 uym de porosidade) e
acondicionadas em vials.

A analise cromatografica dos CPVA foi realizada de acordo com as
condigdes cromatograficas desenvolvidas por PINHEIRO-SANT'ANA et al.
(1998), utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), SHIMADZU. Esse sistema foi composto de: bomba de alta presséo
(LC-10VP); injetor automatico com /loop de 50 uL (SIL-10 AF); coluna
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cromatografica FR C18 (Phenomenex 250 mm x 4,6 mm), munida de coluna de
guarda C18 (Phenomenex ODS 4 mm x 3 mm); detector espectrofotométrico
de arranjos de diodos; software para controle de até quatro sistemas (Class Vp
6.1); fase movel metanol: acetato de etila: acetonitrila (80:10:10); fluxo da fase
movel: 2,0 mL/minuto — eluigdo isocratica; tempo de corrida: 20 minutos; leitura

dos cromatogramas em comprimento de onda de 450 nm.

D. Identificacdo e Quantificacdo dos Carotendides:

Os cromatogramas e a integracado das areas obtidas foram efetuados
com auxilio de um computador acoplado ao sistema.

A identificagdo dos carotendides nas amostras foi realizada
comparando-se os tempos de retengéo obtidos para os padrdes (B-caroteno e
B-criptoxantina) e para as amostras, analisados sob as mesmas condigdes.
Além disso, foram comparados os espectros de absor¢do do padréo e dos
picos de interesse nas amostras, utilizando-se o detector de arranjos de diodos.

As quantificagdes dos carotendides com atividade provitamina A da
polpa do pequi (B-caroteno e B-criptoxantina) foram realizadas por
padronizagao externa, utilizando-se padrboes de B-caroteno (marca BASF) e de
B-criptoxantina. O padrao de B-criptoxantina foi isolado a partir do mamao
(Carica papaya) por cromatografia liquida em coluna de vidro, recheada com
celite e 6xido de magnésio, de acordo com metodologia proposta por KIMURA
& RODRIGUEZ-AMAYA (2002), com adaptagdes.

i. Obtengcdo do Padrao de pB-criptoxantina: Para separar a G-
criptoxantina, cerca de 80 g de mamao (Carica papaya) foram
triturados com 350 mL de acetona (350 mL) e posteriormente
transferidos para um frasco contendo 300 mL de éter de petréleo. A
coluna cromatografica foi empacotada com celite (hyflosupercel) e
o0xido de magnésio (2:1); sendo este recheio ativado por 4 horas a
150 °C. Foi utilizada coluna de vidro com cerca de 50 cm de
comprimento e 5 cm de didmetro e recheio de cerca de 20 cm de
altura, recoberta externamente com gaze umedecida em acetona.
Foram empregadas fases mdveis com concentragdes crescentes de

éter etilico em éter de petréleo (2 e 4%) e concentragbes crescentes
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de acetona em éter de petréleo (1 a 100%) para separagao da (-
criptoxantina. Apds a penetragcdo do extrato de carotendides na fase
estacionaria adicionou-se cerca de 20 mL de fase mével (2% de éter
etilico em éter de petroleo) e aguardou-se a sua eluicdo. Em seguida
foi sendo adicionada, aos poucos, fase mével composta por 4% de
éter etilico em éter de petrdleo (20 mL). Apos a passagem dessas
fases adicionou-se ao topo da coluna outra fase mével composta por
1% de acetona em éter de petrdleo (20 mL). A concentracéo de
acetona na fase movel foi aumentada empregando 20 mL de fases
moéveis contendo 8, 10 e 100% de acetona. Retirou-se a fase
estacionaria da coluna de vidro; deixando secar a coluna e virando,
cuidadosamente, ao contrario em uma superficie plana. A parte da
coluna contendo a B-criptoxantina (cor laranja) foi seccionada. Para
retirada total de B-criptoxantina da fase estacionaria foi necessario
empregar fase movel contendo 5% de agua em acetona e em seguida
uma solugao de 10% de agua em acetona. A mistura foi entao filtrada,
sob vacuo, em funil de Bulchner utilizando-se papel de filtro para
separar a fase movel (contendo B-criptoxantina) da fase estacionaria.
Em seguida, o filtrado foi transferido, aos poucos, para um funil de
separacdo, onde foram adicionados 30 mL de éter de petrdleo
refrigerado, para a transferéncia dos pigmentos da acetona para o
éter. Cada fracao foi lavada com agua destilada trés vezes para retirar
toda a acetona. Acrescentou-se sulfato de sodio anidro ao extrato em
éter de petréleo para retirar qualquer residuo de agua que,
porventura, tivesse restado e que pudesse prejudicar a evaporagao
do material. O padrao assim obtido foi transferido para frascos de
vidro ambar, seco sob fluxo de nitrogénio, lacrado e armazenado a
-5 °C. A confirmagao da identidade do padrao de B-criptoxantina foi
feita com base nos seguintes parametros: tempo de retencgao
esperado por CLAE e espectros de absorcao caracteristicos no UV-

Visivel.

i. Construgao das Curvas Analiticas: Para a construgdo das curvas

analiticas verificou-se a pureza das solug¢des padroes (B-caroteno e -
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criptoxantina) por CLAE. A quantificacao dos padrdes foi realizada por
espectrofotometria, baseando-se na absorvancia maxima, em um
comprimento de onda especifico para cada carotendide, segundo a lei
de Lambert-Beer, em que a absorvancia é diretamente proporcional a
concentragdo. Os coeficientes de absortividade (€1%,) utilizados foram
2592 para B-caroteno e 2386 para B-criptoxantina. Os comprimentos
de onda de maxima absorcdo (Amax), €m éter de petroleo, foram: 450
nm para o (-caroteno e 449 nm para a -criptoxantina (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001). Realizou-se injecdo, em duplicata, utilizando-se seis
concentracdes crescentes de solugdes padrao: entre 0,0103 e 2,0600
ug mL™" (B-caroteno) e 0,0057 e 1,4333 pg mL™" (B-criptoxantina). A
concentracao real dos padrdes de carotendides foi determinada por
espectrofotometria e adequadamente corrigida. A equacado e

coeficientes usados para calculo das concentragdes foram:

EQUACAO 1.2 Onde:

C (ug/mL) = ABS x 10%/€1%

C = concentragao real;

ABS = absorvancia maxima;

€1% = coeficiente de absortividade molar do
carotendide no solvente utilizado.

RODRIGUEZ-AMAYA (2001)

As curvas analiticas obtidas para [(-caroteno e pg-criptoxantina sao

apresentadas na Figura 1.7.

A partir das curvas analiticas obtiveram-se as concentragdes dos

carotendides com atividade provitamina A. O valor real da concentragao foi

obtido pelos calculos das diluigdes realizadas.

1.3.2.3. Calculo do Valor de Vitamina A

O calculo do valor de vitamina A foi feito segundo as recomendagdes do
Institute of Medicine (I0OM, 2001), em que 1 Equivalente de Atividade de Retinol
(RAE) equivale a 1 ug de retinol ou a 12 ug de B-caroteno ou 24 ug de outros

carotendides provitaminicos, tais como a-caroteno e S-criptoxantina (MURPHY,
2001; YEUM & RUSSEL, 2002; HARRISON, 2011).
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FIGURA 1.7. Correlagbes lineares entre as concentragbes de carotendides
€ a area dos picos correspondentes:

B-caroteno (A) e B-criptoxantina (B)

1.3.2.4. Analise Estatistica

A. Analise de Varidncia (ANOVA):

Em um delineamento experimental, inteiramente casualizado, com trés

repeticoes, realizou-se a ANOVA para as informagdes quantitativas obtidas.
Para tal, empregou-se o programa estatistico livre ASSISTAT Versao 7.6 beta
(2011).
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B. Analise Multivariada:

Os dados obtidos foram dispostos em uma matriz constituida de
variaveis (colunas), tais como: umidade, teor de B-criptoxantina (base umida e
seca), teor de B-caroteno (base umida e seca), teor de CPVA, valor de vitamina
A e dados geograficos (latitude e longitude). Os objetos dessa matriz foram as
18 populagdes amostradas (linhas) das trés diferentes regides. A matriz foi
autoescalonada e em seguida procedeu-se a analise das componentes
principais (ACP) e analise hierarquica por agrupamento (AHA). Deve-se
destacar que o AHA (cluster) foi realizado utilizando o algoritmo de médias. Os
dados foram processados com o auxilio do programa MATLAB, versao 5.3;

empregando pacote quimiométrico PLS_Toolbox, verséo 2.0.

1.3.2.5. Identificagcao dos demais Carotendides do Pequi

As analises de identificacdo e quantificacdo dos demais carotendides
presentes na polpa do pequi, Caryocar brasiliense, foram realizadas em Purdue
University, sob a supervisdo do pesquisador Mario Ferruzzi (Associate
Professor of Food Science). Para tal, as polpas de sete amostras (Tabela 1.6)
foram selecionadas, de acordo com a representatividade regional, e enviadas,

na forma desidratada, para a referida Universidade.

TABELA 1.6. Populacbes de Caryocar brasiliense, enviadas para analise em

Purdue University — Department of Food Sciences

Estado Cidade Caddigo Umidade
Maranhao Barra do Corda BAR
Arinos ARI
Curvelo CUR
Minas Gerais Januaria JAN =~7%
Montes Claros MOC
Salinas SAL
Tocantins Parana PAR
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A. Desidratacao das Amostras:

As amostras de polpa de pequi selecionadas foram desidratadas pelo
método de liofilizagdo, em concentrador a vacuo (marca HETO, modelo VR-
Maxi CS3), no Laboratério de Analise de Sementes Florestais (LASF) do
Departamento de Engenharia Florestal — UFV, até umidade em torno de 7%.
Todos os processos de manipulacdo e desidratacdo das amostras foram
conduzidos no escuro, a fim de minimizar degradacédo das amostras pela agéo
da luz. As amostras foram acondicionadas em recipientes plasticos opacos,

identificadas e enviadas para Purdue University.

B. Solventes e Padroes Quimicos:

Todos os solventes empregados, tanto na extracdo dos carotendides
como na analise cromatografica (CLAE) foram de grau cromatografico (marca
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e certificadas pela ACS.

Padrées de B-caroteno, luteina, neoxantina e violaxantina  (Sigma-
Aldrich ), zeaxantina e B-criptoxantina (Indofine Quimica, Hillsborough, NJ)
foram empregados para constru¢do das curvas analiticas e, posterior,

quantificacdo dos carotendides presentes (padrao externo).

C. Extracdo Carotendides:

A metodologia utilizada foi de acordo com a descrita em FERRUZZI et
al. (2006). Todas as etapas de preparacdo das amostras e de extragdes dos
pigmentos foram realizadas sob luz amarela para minimizar reagbes de foto-
oxidacdo de carotendides e foto-isomerizacdo. As analises ocorreram em
duplicatas.

Aproximadamente 3 g de amostra (liofilizada) foi triturada em 4 mL de
agua bidestilada. A pasta resultante foi saponificada com 30% de NaOH em
metanol por 30 minutos, na auséncia de luz, a 37 °C. Apds saponificacdo, os
carotendides foram extraidos com 4 mL de éter de petréleo/acetona (3:1),
contendo 0,1% de BHT. As amostras foram misturadas em vortex por 30
segundos e, em seguida, centrifugadas por 5 minutos para facilitar a separacéo
de fases. Coletou-se a fase etérea e o residuo foi re-extraido (3x). As fragdes
em éter de petroleo foram misturadas e apds realizou-se a secagem destas sob

corrente de nitrogénio gasoso. Ressolubilizou-se o0s carotendides em
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MeOH/acetato de etila (50:50) e, em seguida, filtrou em unidades filtrantes de

polietileno de 0,45 ym especifico para analise por CLAE (Millex HV).

D. Instrumentacao e Cromatografia:

A anadlise dos carotendides foi realizada em cromatdgrafo, marca e
modelo Hewlett-Packard 1090A (CLAE), equipado com detector de arranjo de
diodos (DAD) modelo 79880A, segundo as condi¢gdes cromatograficas
estabelecidas por KEAN et al. (2008). A fase estacionaria empregada para a
separagao de carotendides foi uma coluna YMC, polimérica C30, fase reversa
(3 um; 2,0 x 250 mm), adequada para esse tipo de analito e uma coluna de
guarda com a mesma fase estacionaria (Waters Corp, Milford, MA). O perfil de
eluicdo utilizado foi com base em um gradiente linear, composto de um sistema
binario de fases moveis: Fase A — metanol/acetato de aménio (1 mol L) (98:2
v/v) e Fase B — acetato de etila. Utilizou-se uma vazdo de 0,37 mL min™ com
as condigbes iniciais fixadas em 100% da Fase A. Aplicou-se, entdo, um
gradiente linear de 80:20 (A:B) a ser atingido em 6 min. Esse gradiente foi
mantido por 2 min. Em seguida, empregou um gradiente linear de volta a fase
A (100%) a ser atingindo em 3 min. ApOs se atingir as condigdes iniciais,
permaneceu nestas condicdes, reequilibrando o sistema, por mais 3 min.,
totalizando um tempo de analise igual a 14 min. A detecgao e identificagao
preliminar de todos os carotendides foram realizadas utilizando dados do
detector de arranjo de diodos inline, entre 250 e 600 nm. A quantificagdo dos
carotendides foi feita utilizando curvas analiticas (método do padréo externo),
obtidas a partir dos padrbes de carotendides, construidas a 450 nm, nas

mesmas condi¢des da analise.

1.3.3. DETERMINAGAO DA UMIDADE

A umidade das amostras, polpa de pequi in natura e polpa de pequi
liofilizada, foi determinada pelo método padrao da estufa 105 °C +3 °C, durante

24 horas, de acordo com Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (NAIAL,
1985).
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. UMIDADE
As informagdes referentes a umidade e a matéria seca da polpa de
pequi, Caryocar brasiliense Camb., nas 18 populagbes amostradas, sao

apresentadas na Tabela 1.7.

TABELA 1.7. Umidade e Matéria Seca da Polpa do Caryocar brasiliense

Amostra Matéria Seca Umidade*
Estado Municipio % %

Barra do Corda 41,63 +0,78 58,37%° +0,78
MA Grajau | (Gato Preto) 54,50 +1,95 4550 +1,95
Grajau Il (Olhos D’Agua) 46,75 +1,68 53,25% +1,68
Lajeado Novo 48,37 0,70 51,63°" +0,70
Arinos 46,57 0,38 53,43% +0,38
Bocailva 41,87 £1,07 58,13%° £1,07
Claro dos Pocdes 54,38 +1,72 4562 +1,72
Curvelo 48,92 1,45 51,08°" +1,45
Felixlandia 51,46 1,34 48,549 +1,34
MG Grao Mogol 47,93 0,69 52,07%" +0,69
Januaria 40,91 +1,53 59,09° 1,53
Japonvar 42,25 +1,95 57,75% +1,95
Montes Claros 40,19 1,01 59,817 1,01
Pirapora 49,46 +0,62 50,54 +0,62
Salinas 43,32 +1,04 56,68 +1,04
Unai 52,86 1,34 47,14" £1,34
10 Parana 44,88 +1,73 55,12°¢ +1,73
Peixe 45,43 0,38 54,570 +0,38
Média Teor de Umidade| 53,24 4,63

Coeficiente de Variagao (CV) 8,69 %

*Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna, nao diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Ducan (5% de significancia).
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Na analise dos dados apresentados, observou-se relativa variagao nos
teores de umidade da polpa do pequi; sendo o percentual de variagao, entre as
populagdes de menor teor (Grajau I-MA e Claro do Pogbdes-MG) e as de maior
teor (Montes Claros-MG e Januaria-MG), em torno de 160%. Variagbes de
caracteristicas quimica e fisico-quimica de outra espécie de pequi, Caryocar
coriaceum Wittm., oriundos da Chapada do Araripe-CE, foram relatadas num
trabalho de OLIVEIRA et al. (2010), onde se concluiu que a umidade, dentre
todas as caracteristicas analisadas, foi a que apresentou menor variagao;
apresentando um coeficiente de variagao de 8,6%. Valores semelhantes foram
aqui encontrados, através do calculo da meédia da umidade, entre as 18
populacdes amostradas de C. brasiliense, ao se verificar que o coeficiente de

variagao (CV) foi relativamente baixo, ficando em torno de 8,7% (< 10%).

1.4.2. CAROTENOIDES DA POLPA DO PEQUI

1.4.2.1 Carotendides com Atividade Provitamina A

Os carotendides do pequi com atividade provitamina A identificados
foram p-caroteno e pB-criptoxantina, o que coincide com os resultados
encontrados em trabalhos anteriores (RAMOS et al., 2001; AZEVEDO-
MELEIRO & RODRIGUEZ-AMAYA, 2004). Esse resultado foi obtido na analise
de carotenodides das 18 populagdes estudadas.

Na Figura 1.8 encontram-se os cromatogramas obtidos, representando
as populagdes dos trés Estados brasileiros estudados (MA, MG e TO) — os
demais cromatogramas s&o apresentados no anexo A. Foram observadas
diferencas entre as areas dos picos (B-criptoxantina e (-caroteno), indicando
divergéncias quantitativas, quanto as concentracées dos CPVA. Diferengas
quanto as areas dos picos nos trés cromatogramas apresentados foram,
também, evidenciadas; sugerindo variagbes quantitativas quanto ao teor de
CPVA entre as populacdes de pequi amostradas.

A determinagcdo de Amax, identificacdo e caracterizagdo dos picos
correspondentes aos carotendides, com atividade provitamina A, da polpa do
pequi encontram-se na Tabela 1.8. Deve-se registrar as semelhancgas fisico-
quimicas (tr; Amax € %III/II), apresentadas pelos CPVA presentes na polpa do

pequi e os padrdes destes; durante a corrida cromatografica, nas mesmas
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condi¢gdes analiticas [coluna C18; solvente acetona; fase mével constituida de

metanol : acetato de etila : acetonitrila (80:10:10)].
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FIGURA 1.8. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD de CPVA, presentes
na polpa do pequi (C. brasiliense): (A) Barra do Corda-MA; (B)
Januaria-MG e (C) Parana-TO. Condigdes cromatograficas:
coluna C18; fase modvel metanol:acetato de etila:acetonitrila
(80:10:10); vaz&o de 2 mL min™.
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TABELA 1.8. Principais propriedades dos CPVA da polpa do pequi, tendo
acetona como solvente, obtidos por CLAE-DAD, fase moével
composta de metanol, acetato de etila e acetonitrila (80:10:10);

comparada aos padroes nas mesma condi¢des

Tempo de Comprimento de
Carotendide Retencgao Onda %III/IT*
tr (min) Amax (NM)
B-criptoxantina 4,0-6,0 425, 450, 475 18,8
Amostra
[B-caroteno 13,0 -15,0 425,452, 478 20,0
B-criptoxantina 5,74 425, 451, 477 18,9
Padrao
B-caroteno 13,86 425, 453, 480 19,9

*Propriedade fisico-quimica dos carotendides, obtida a partir da Estrutura Espectral Fina, que
consiste na relagao entre a altura (amplitude) do pico de absorvancia de maior comprimento de
onda, designado III, e a altura do pico de absorvancia de comprimento de onda médio,
designado II, tomando o minimo entre os dois picos como linha de base, multiplicado por 100
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001) — conforme Figura 1.4.

Os espectros UV-Visivel, obtidos com os dados do DAD, para G-
criptoxantina e B-caroteno, encontram-se na Figura 1.9. Na analise dos dois
espectros, foram evidenciadas semelhancgas; devendo-se isto ao fato de que
ambos os carotendides possuem grupos cromoéforos parecidos, ou seja,
apresentam um mesmo numero de duplas conjugadas (11, no total).

No que diz respeito aos comprimentos de absor¢gdo maxima (Amax), O B-
caroteno apresentou um valor ligeiramente maior que o apresentado pela (-
criptoxantina. Resultados semelhantes foram encontrados por MELENDEZ-
MARTINEZ et al. (2007a). Esses resultados também se aproximam de valores
tedricos, calculados de acordo com a regra de Fieser-Kuhn, para polienos
conjugados, com mais de quatro ligagdes duplas (SILVERSTEIN et al., 1994).
De acordo com a Equacgao 1.3, o valor tedrico de Amax para -caroteno e para 3-
criptoxantina é de 453,3 nm. As diferengas apresentadas nos valores obtidos,
experimentalmente, devem-se possivelmente aos diferentes grupos

substituintes apresentados por cada um dos carotendides.
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Amax = 114 4+ 5M + n(48,0 — 1,7n) — 16Rengo — 10Rexo

EQUAGAO 1.3

Onde:

Amax = comprimento de onda de absor¢ao maxima;

M = numero de grupos alquilas ligados ao sistema conjugado.

Rendo = NUMero de anéis com ligagdes duplas endociclicas no sistema conjugado.

Rexo = NUmMero de anéis com ligagdes duplas exociclicas no sistema conjugado.
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FIGURA 1.9. Espectros de absorc¢ao, na regido do visivel, B-criptoxantina

(A) e B-caroteno (B), obtidos pelo detector de arranjo de

diodos.

46



Os resultados das analises de carotendides na polpa do pequi dos 18
municipios, amostrados, sdo apresentados na Tabela 1.9. A partir das
informagdes contidas nessa tabela, construiu-se o grafico de barras (Figura
1.11). Para fins de melhor comparagao, foram utilizadas as concentragdes de

CPVA, na base seca.

TABELA 1.9. Concentragdo de CPVA (B-criptoxantina e 3-caroteno) da polpa

do pequi (C. brasiliense), na base umida (BU) e base seca (BS)

Amostra B-criptoxantina B-caroteno
Estado Municipio pg g’ pg g’
(codigo) BU* © *** BS** BU* © *** BS**
BAR 0,41" 0,02 0,97 0,07 | 0,87" 20,08 2,09 0,23
GAT 0,34" 0,01 0,63 +0,04 | 0,00" 0,10 0,00 #0,00
MA OLH 0,91" +0,02 1,95 0,11 4,80™ 0,02 10,26 0,41
LAJ 0,66" 0,01 1,37 0,04 | 0,96" 0,10 1,99 £0,24
ARI 13,38° 0,06 | 28,72 0,36 |31,16° +1,00 66,91 +2,69
BOI 10,99" 0,88 | 26,25 $2,77 | 15,789 £0,92 37,68 £3,16
CLA 6,787 0,32 | 12,47 0,98 | 11,44" +0,50 | 21,03 +1,58
CUR 7,62" 0,76 | 15,59 +2,02 8,60' +0,41 17,57 %1,36
FEX 4,99™ +0,08 | 10,09 +0,42 | 10,51 +0,08 21,27 0,70
GRA 8,00" 0,15 | 16,69 0,55 | 24,11" 0,41 50,31 +1,58
WG JAN 35,96 0,49 | 87,89 4,49 |[68,21% 1,12 | 166,73 8,97
JAP 19,67° +0,73 | 46,55 +3,88 |43,20° +0,81 | 102,26 16,64
MOC 17,82° 1,33 | 44,35 +4,42 |27,00° £1,32 | 67,19 4,97
PIR 11,31" +0,08 | 22,86 0,45 |13,76" 0,12 27,82 0,59
SAL 16,27° $0,23 | 37,55 +1,43 |47,55° +0,85 | 109,77 4,60
UNA 9,439 $0,12 | 17,84 0,68 |[27,41° $0,62 | 51,86 2,49
PAR 6,15™ 0,66 | 13,71 2,00 | 11,92' 0,42 26,57 +1,96
To PEI 5,23" +0,20 | 11,52 +0,54 9,23" 0,70 | 20,32 1,71

*Desvios Padrao obtidos pela média de trés repeti¢oes.

**Desvios Padrao calculados pela “propagacgéo de desvios” a partir dos dados da Tabela 1.7 e
da concentragcao de CPVA, na base umida.

***Médias seguidas da mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Duncan (5% de significancia).
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Pela analise da Tabela 1.9 e da Figura 1.10, verificou-se que todas as
populacdes amostradas apresentaram teores mais elevados de [B-caroteno,
quando confrontados com os teores de B-criptoxantina. Observou-se, também,
elevada variacdo nas concentragdes de CPVA, destacando-se a grande
diferenca apresentada entre as populagdes de Grajau-MA (Localidade Gato
Preto), que apresentou indices quase nulos, e Januaria-MG que se sobressaiu

entre as demais amostras.
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FIGURA 1.10. Teores de carotendides, na polpa do pequi, na base seca, com

atividade provitamina A.
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Duncan (5% de significancia).

Evidenciou-se, ainda, que os pequis oriundos dos Municipios norte
mineiros — Januaria, Japonvar, Salinas, Montes Claros e Arinos —
apresentaram teores mais elevados de CPVA que os demais.

De acordo com a literatura, a composicdo quimica de um determinado

alimento de uma mesma espécie vegetal, tais como as frutas e hortaligas, no
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que se refere ao teor de carotendides, pode exibir diferengas qualitativas e
quantitativas devido a fatores como: cultivar/variedade (CHANDER et al., 2008;
DAVEY et al., 2009; SINGH et al., 2007); estagio de maturagdo (BOUDRIES et
al., 2007; DRAGOVIC-UZELAC et al., 2007); clima/localizacdo geografica da
producao (AHERNE et al., 2009; LEE et al., 2005); época da colheita, parte da
planta utilizada, condi¢ées durante a produgao agricola, manejo pods-colheita,
processamento e condigdes de armazenamento (RODRIGUEZ-AMAYA et al.,
2008).

Deve-se salientar que, apesar de todas as amostras aqui analisadas
serem originarias de areas de vegetacao tipicas de cerrado, dentro desse
Bioma, existem variagdes de clima, tipos de solo, fauna e flora, suscetibilidade
a acbes antropicas, entre outros (LEITE et al., 2006; VILELA et al., 2008).
Nesse contexto, os Municipios situados mais ao Norte de Minas localizam-se
em regides de transicdo entre Cerrado e Caatinga, portanto possuem
condicdes climaticas com menores indices pluviométricos € maior incidéncia
solar; quando comparados aos Municipios da Regiao Norte do Pais (MA e TO)
que, apesar de possuirem um clima com elevadas temperaturas, encontram-se
em areas limitrofes aquelas tipicas de clima equatorial, com grande incidéncia
de chuvas. Sendo assim, sugere-se que as diferengas, quanto as
concentracdes de CPVA, pode estar relacionada com o fato de que uma das
fungdes dos carotendides, nas plantas, € a protecdo contra a fotooxidacao
(BARTLEY & SCOLNICK, 1995). Neste caso, as amostras oriundas da Regido
Norte Mineira apresentaram maior concentragdo de carotendides, devido ao
metabolismo vegetal que, sob condigbes de intenso estresse climatico, pode
estimular a planta, como resposta, a produzir uma maior quantidade de
substancias fotoprotetoras, tais como os CPVA. Outra possibilidade é que, sob
essas condicdes de estresse, possa ter ocorrido uma preferéncia seletiva a
favor de gendtipos com maior potencial para a produgdo de carotendides;
ocasionando uma variabilidade genética. No caso particular do pequi (Caryocar
brasiliense), deve-se mencionar o trabalho de MELO JUNIOR et al. (2004) que
evidenciou indices de diversidades genéticas entre individuos de uma mesma
populacdo, entretanto foi observado maiores semelhancgas entre individuos de

populagdes proximas, devido a maior possibilidade de fluxo génico.
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Em resumo, as diferengas quanto ao teor de umidade e de CPVA nas
amostras de pequi dos diferentes Municipios, nos trés Estados (MA, MG e TO),
podem ser justificadas em consequéncia das diferencas geograficas e/ou
climaticas, entre as amostras, e ainda com possiveis diferengas genéticas entre

as populagdes analisadas.

1.4.2.2. Valores de Vitamina A
Os valores de vitamina A na polpa do pequi, em todas as populagdes

amostradas sao apresentadas na Tabela 1.10.

TABELA 1.10. Valor de vitamina A, em Equivalente de Atividade de Retinol
(RAE), no pequi, Caryocar brasiliense, base umida, em 100 g
de polpa do fruto in natura

Amostra RAE*/100g
Estado Cédigo | Cidade

BAR |Barra do Corda 8,96 £0,72

Maranho GAT |Grajau ’ 1,42 + 0,06
OLH |Olho D’Agua das Cunhas 43,77 £0,25

MOP | Lajeado Novo 10,75 £ 1,03
ARI Arinos 315,42 +10,40

BOI Bocailva 177,29 £ 5,56

CLA |Claro dos Pocoes 123,58 +5,85

CUR [Curvelo 103,42 + 8,02

FEX |Felixlandia 108,38 % 1,01

Minas GRA | Grao Mogol 234,25 £4,90
Gerais JAN |Januaria 718,20 +15,40
JAP Japonvar 441,99 + 4,58

MOC |Montes Claros 299,25 +£10,90

PIR Pirapora 161,79 +£1,60

SAL |Salinas 464,04 9,17

UNA |Unai 267,71 £6,93

Tocantins PAR |Parana 124,96 + 6,07
PEI Peixe 98,71 +7,49

Valor Médio 205,8 +182,9

Coeficiente de Variagao 88,9%

*1 RAE = 1 ug de retinol = 12 ug de B-caroteno = 24 ug de B-criptoxantina (IOM, 2001).

A Figura 1.11 ilustra os valores de vitamina A, na polpa de pequi, nas 18

populacdes amostradas.
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FIGURA 1.11. Valores de vitamina A, em Equivalente de Atividade de Retinol
(RAE), na polpa do pequi, Caryocar brasiliense, em 100 g de
polpa do fruto in natura.

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Duncan (5% de significancia).

Foram verificadas diferencas significativas, quanto ao valor de vitamina
A, entre as populagdes estudadas. O coeficiente de variagado apresentou um
valor bastante elevado (préximo a 90%), sugerindo possiveis diferencas
genéticas e, portanto, potencial de melhoramento da espécie (OLIVEIRA et al.,
2008).

Dentre as populacdes amostradas, verificou-se que, aquelas nas quais
os frutos sédo oriundos de regides localizadas mais ao Norte do Estado de

Minas Gerais — compreendendo os Municipios de Arinos; Januaria; Japonvar;
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Montes Claros; Salinas — foram as que apresentaram valores mais elevados de
vitamina A. Na Tabela 1.11 é apresentada a contribuicdo para o fornecimento
de vitamina A da polpa de pequi, das referidas populagcbes, com base nas
recomendagdes do IOM (2001), em que as necessidades diarias de RAE, na
dieta, para um individuo adulto é de 700 pg/dia (mulheres) e 900 ug/dia

(homens).

TABELA 1.11. Contribuicao na dieta para o fornecimento de Vitamina A da
polpa de pequi, Caryocar brasiliense, provenientes de
Municipios Norte-Mineiros, com base nas recomendagdes
do IOM (2001)

Contribuicao para o fornecimento diario de

Vitamina A, em termos percentuais (%), que a

polpa de pequi confere, segundo as

1 RAE = 1ug de retinol necessidades de
Populacgao RAE 100 g™ Mulheres (700 RAE) Homens (900 RAE)
ARI 315,42 45 35
JAN 718,20 103 80
JAP 441,99 63 49
MoC 299,25 43 33
SAL 464,04 66 52
Média 447,78 64 50

E, ainda, digno de nota destacar que a contribuicdo da polpa de pequi,
para o fornecimento diario de vitamina A, em amostras originarias do Municipio
de Januaria-MG, foram superiores as respectivas contribuicdes, em mulheres e
homens, apresentadas pela cenoura (625 RAE 100 g’ — 89% e 69%) e pela
moranga (268 RAE 100 g' — 38% e 30%) — hortalicas consideradas boas
fontes de vitamina A — CAMPOS & ROSADO (2005). Comparando-se 0s
pequis Norte-Mineiros com outras frutas, verificou-se, também, que estes
apresentaram valores mais elevados de vitamina A. Exemplificando, pode-se
citar algumas frutas do Cerrado [cagaita (45 RAE 100 g') — Eugenia
dysenterica (CARDOSO et al., 2011) e coquinho azedo (146 RAE 100 g') —
Butia capitata (FARIA et al., 2008)] e outras frutas tropicais [manga (130 RAE
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100 g') — Mangifera indica L. var. Tommy Atkins; goiaba (31 RAE 100 g') —
Psidium guajava var. Paluma e mamao (204 RAE 100 g') — Carica papaya L.
var. Formosa (OLIVEIRA et al., 2011)].

1.4.2.3. Analise Multivariada

As informagdes obtidas foram reunidas com o objetivo de se verificar
tendéncias de classificacdo das amostras (populagdes). Ainda, se essas
tendéncias confirmam pesquisas anteriores. Para tal, foi realizada a analise
multivariada dos dados, através de um estudo ndo supervisionado, aplicando
ao conjunto de variaveis (dados), a Analise das Componentes Principais (ACP)
e a Analise Hierarquica por Agrupamento (AHA).

Na ACP empregou-se uma matriz 18 x 12, na qual os objetos (linhas)
constituiram-se das 18 populagdes investigadas e as variaveis (colunas) foram:
informacdes fisico-quimicas da polpa do pequi [umidade; teores de gS-
criptoxantina, B-caroteno e de CPVA totais (base seca e umida); valor de
vitamina A] e informagdes geograficas de cada populagéo analisada (latidute e
longitude). O resultado da Anadlise das Componentes Principais (ACP)
encontra-se na Figura 1.12.

Através ACP foi verificado que as componentes CP1 e CP2 representam
73,90% da variancia total dos dados e forneceram informacgdes discriminatérias
e classificatérias das amostras. Através do grafico de escores (Figura 1.12),
observa-se a formagao de trés agrupamentos. Pode-se observar que, no
quadrante “Y”, encontram-se as populag¢des de pequi (Caryocar brasiliense) de
quimidtipos superiores, no que se refere aos teores de carotendides com
atividade provitamina A, destacando-se as cidades Norte Mineiras: Januaria,
Japonvar, Salinas, Montes Claros e Arinos. No quadrante “X”, foram agrupados
pequis provenientes do Norte do Pais (Estados do Maranhao e Tocantins), que
apresentaram teores relativamente baixos de carotendides. Ja, no quadrante
“Z” e “W” agruparam-se amostras oriundas do Cerrado Mineiro, com valores
intermediarios de CPVA.
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FIGURA 1.12. Grafico de Escores das populagbes de Caryocar brasiliense,
em que PC1 e PC2 explicaram 73,90% da variancia total.
Considerando as concentragdes de carotendides com atividade
provitamina A, valor de vitamina A e umidade da polpa e, ainda,

as informagdes geograficas (latitude e longitude).

As tendéncias observadas através da ACP foram confirmadas pelo
dendrograma obtido pela AHA (Figura 1.13), havendo inclusive uma melhor
diferenciagao das amostras e, também, formacao de trés agrupamentos. Pode-
se afirmar que as amostras provenientes da cidade de Januaria-MG se
distanciaram bastante das demais, apontando-a como a melhor fonte de
carotendides com atividade provitamina A; seguida das cidades Norte Mineiras:
Montes Claros, Japonvar, Salinas e Arinos. Um segundo agrupamento é
formado pelos pequis, provenientes das demais cidades mineiras. Quanto as
amostras oriundas da Regido Norte do Pais foi possivel agrupa-las de acordo

com seus Estados de origem.
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FIGURA 1.13. Dendrograma obtido pela Analise Hierarquica por Agrupamento.

Entretanto, realizou-se nova analise multivariada (ACP e AHA), na qual
foram desconsideradas as informagdes geograficas (latitude e longitude). Os
resultados obtidos s&o apresentados na Figura 1.14. Com essas analises, ACP
e AHA, foi possivel agrupar as amostras segundo seus teores de CPVA, ou
seja, apenas informacdes fisico-quimicas. As componentes PC1 e PC2
acumularam 88,0% da variancia total dos dados. Dessa forma, verificou-se que
o0 agrupamento das amostras, anteriormente, no que diz respeito aos pequis
oriundos da Regido Norte (MA e TO), sofreu influéncias das informacgdes
geograficas. Portanto, doravante, as analises quimiométricas foram realizadas,
apenas, com caracteristicas fisico-quimicas das amostras analisadas.

Entdo, conforme apresentado nos graficos de escores e dendrograma,
verificou-se que as amostras de pequi foram reunidas em trés agrupamentos,

de acordo com a ordem decrescente do teor de carotendides.
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FIGURA 1.14.

Graficos de Escores e Dendrogramas das populagdes de C.

brasiliense obtidos pela Analise Multivariada, considerando as

concentragdes de carotendides com atividade provitamina A:

(A) Analise das Componentes Principais — em que PC1 e
PC2 explicaram 88% da variancia total.

(B) Analise Hierarquica por Agrupamento.
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Nesse estudo, também, se corroborou que os frutos, provenientes da
Regido Norte Mineira, foram os que apresentaram maiores quantidades de
CPVA, ou seja, Grupo1: Januaria, Japonvar, Salinas, Montes Claros e Arinos.
Deve-se registrar que os pequis provenientes do Estado do Maranhdo foram
considerados os frutos com teores mais baixos de carotendides (Grupo 3). As
demais populagbes amostradas, incluindo, os dois Municipios do Tocantins,
apresentaram teores intermediarios; para tal foram reunidas no agrupamento 2.

Na Figura 1.15, tem-se uma ilustragdo do mapa politico brasileiro,
dividido em Estados da Federacdo, no qual realizou a localizagdo das 18

populagdes amostradas.

Maranhao
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Tocantins

o .

—TEORESDECPVA—
: Classificagdo Decrescente
@ Grupo 1:JAN,JAP,SAL,MOCe ARI
@ Grupo 2: BOI; GRA; UNA; PIR; FEX;
CUR; CLA; PAR e PEI
A Grupo 3:BAR; GAT;OLH eLAJ

PEl g

BpPAR

Minas Gerais

0
........................................

FIGURA 1.15. Mapa Politico Brasileiro, dividido em Estados da Federacéo.
Em destaque os Estados de Minas Gerais, Maranhdo e
Tocantins, nos quais se encontram agrupadas as 18
populacgdes de Caryocar brasiliense, segundo seus teores de
Carotendides com Atividade Provitamina A, de acordo com a
Analise Multivariada (ACP e AHA).
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Nesse mapa, é possivel observar os trés agrupamentos das amostras
formados, obtidos com a ACP e, confirmada, pela AHA. Demonstrou-se,
portanto, que a referida analise possibilitou a classificacdo de amostras de
pequis, segundo suas concentracbes decrescente de carotendides com
atividade provitamina A e ainda agrupou os pequis do Estado do Maranhao

segundo sua localizagédo geografica.

1.4.2.4. Identificagcao dos demais Carotendides
O cromatograma obtido na analise de identificacdo dos demais
carotendides presentes na polpa do pequi, utilizando como exemplo as

amostras provenientes de Januaria-MG, é apresentado na Figura 1.16.
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FIGURA 1.16. Cromatograma dos carotendides da polpa do pequi, Caryocar
brasiliense, obtido por CLAE-DAD. Condigdes cromatograficas:
coluna YMC — C30 (polimérica); fase movel composta de um
sistema binario, com perfil de eluicdo com base em um
gradiente linear, Fase A — metanol/acetato de aménio 1 mol L™

(98:2) e Fase B — acetato de etila; vazdo de 0,37 mL min™.
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A identificagdo e quantificacdo dos carotendides, presentes na polpa do
pequi, encontra-se na Tabela 1.12. Para esse estudo foram selecionadas
amostras, representativas dos trés Estados brasileiros. Os Estados do
Maranh&o e Tocantins foram representados pela populagdo de Barra do Corda
e Parana, respectivamente. No que se refere ao Estado de Minas Gerais, as
amostras foram escolhidas de acordo com as maiores distancias: Arinos,
Curvelo, Januaria, Salinas e Montes Claros; considerando esta ultima, Montes

Claros, como ponto de referéncia (central).

TABELA 1.12. Identificagdo quantitativa e qualitativa dos carotendides
presentes na polpa de pequi, expressos ha base seca.

Comparacéao dos teores de CPVA entre as duas metodologias

utilizadas.
Amostra Quantidade em pg g
© CPVA

g | £ 2
Estado |Cidade g § % g B-criptoxantina | B-caroteno
§ >9 5 E PU* UFV** PU* UFV**
MA BAR 0,00 0,00( 0,00 2,21 0,00 0,97 0,98| 2,02
ARI 33,99 6,80| 3,46| 16,47 4,76| 28,72 44,86 66,91
CUR 6,25 8,20| 1,501 19,57 4,49 15,59 6,65| 17,57
MG JAN 112,01 32,41 4,46| 45,54 29,67| 87,89 [146,80)|166,73
MOC 9,31 2,35 0,60 10,48 4,46| 44,35 14,77 67,19
SAL 29,30 8,22| 0,70 16,55 9,84| 37,55 42,63 (109,77
TO PAR 16,13 3,31| 0,89 13,80 2,02 13,71 19,38 26,57

*PU — Purdue University

**UFV — Universidade Federal de Vigosa — Laboratdrio de Analise de Vitaminas (LAV/DNS)

Pode-se observar que os carotendides presentes no fruto do pequi

foram: neoxantina, violaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina e -
caroteno. Estes compostos foram descritos, em trabalhos anteriores, na analise
da polpa do pequi (AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-AMAYA 2004).

59



Verificaram-se diferengas quantitativas entre as amostras estudadas.
Entretanto, né&o ficou evidente nenhuma diferenca qualitativa.

Nas sete populagdes analisadas, evidenciaram-se diferencas
quantitativas quanto ao teor de carotendides provitamina A, obtidos nas duas
metodologias empregadas (UFV e Purdue). Deve-se ressaltar que, em ambos
0s casos, cuidados referentes a degradagcdo das amostras pela agédo da luz
foram devidamente tomados. Em contrapartida, a fim de que as analises
fossem realizadas com as amostras in natura, as mesmas nao receberam
nenhum tratamento térmico, que possibilitassem evitar ou mesmo conter
degradagdes de origem enzimatica; uma vez que a aplicagao de calor poderia,
também, ocasionar perdas dos carotendides. Vale destacar que a desidratagao
das amostras pode proporcionar redugao no teor desses pigmentos, através da
oxidagdo em meios com baixa atividade de agua (BALL, 2005; LAVELLI et al.,
2007). Sugere-se, portanto, que as diferengas quanto a concentracdo de CPVA
entre as amostras analisadas, Purdue e UFV, sejam em fungdo das perdas
advindas do processo de liofilizacéo e, ainda, as diferengas quanto a datas em
que as analises foram realizadas.

Deve-se salientar que com os resultados aqui obtidos, evidenciaram-se
teores consideraveis no que diz respeito aos carotendides zeaxantina + luteina
(Z+L), em torno de 18%, principalmente para os frutos originarios de Minas
Gerais. Grande interesse tem sido demonstrado a esses pigmentos devido sua
importancia na prevencdo de doengas oftalmicas, tais como catarata e a
degeneragdo macular (DMA), relacionada a idade (KRINSKY et al., 2003).
Portanto, pelas quantidades de zeaxantina e luteina, encontradas na polpa do
pequi, pode-se considerar esse fruto uma fonte desses nutrientes (MURILLO et
al., 2010; LIU et al., 2010). Mais uma vez merecendo destaque o pequi da
cidade de Januaria-MG que apresentou um teor desses carotendides,
somados, em torno de 50 ug g™ (base seca) e 20 ug g~ (base umida).

Adicionalmente, pode-se dizer que os carotendides majoritarios do
Caryocar brasiliense foram o 3-caroteno e neoxantina, aproximadamente 66%.
A importancia do B-caroteno tem sido bastante estudada e difundida no meio
académico (BURRI, 1997) e, também neste trabalho, como precursor de
vitamina A (retinol). Entretanto, mais recentemente, a neoxantina tem

despertado algum interesse, devido sua acdo antioxidante (PALACE et al.,
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1999) e aos avangos das técnicas instrumentais de analises que tem

evidenciado cada vez mais esse carotenoide em vegetais.
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1.5. CONCLUSOES

O teor de umidade da polpa do pequi (Caryocar brasiliense), dentre as
demais caracteristicas quimicas aqui obtidas para as 18 populagdes
amostradas, foi a que teve uma menor variagao; apresentando um coeficiente
de variagdo em torno 8,7%. Coeficiente de variacdo dessa magnitude é muito
comum quando se trata de replicatas de amostras bioldgicas.

As 18 populagbes de pequi apresentaram significativas diferengas, no
que se refere aos teores de carotendides com atividade provitamina A (CPVA).
No entanto, essas diferengas foram menores entre amostras situadas mais
proximas uma das outras. Provavelmente, isso se deve as semelhancas
edafoclimaticas, bem como a possibilidade de haver um maior fluxo génico
entre essas populagdes.

Os pequis da cidade Norte Mineira, Januaria, apresentaram altos teores
de CPVA. Além de destaca-los como fontes de vitamina A, estes pequis
também apresentaram teores elevados dos demais carotendides. Deve-se,
portanto, sugeri-los como componentes de estudos de formacédo de bancos de
germoplasma, interessados na selegdo de espécies que apresentem
gendtipos/quimidtipos superiores quanto ao teor desses nutrientes.

Através da ACP e AHA foi possivel agrupar as amostras, através do teor
decrescente de CPVA. Ainda, foi possivel reunir as amostras oriundas do
Estado do Maranhdo em um unico agrupamento e classifica-las pelos baixos
teores de CPVA encontrados em sua polpa. Foi, também, evidenciado um
grupo de amostras — Januaria, Japonvar, Arinos, Salinas e Montes Claros — as
quais se apresentaram superiores, quanto ao teor desses pigmentos
(nutrientes).

Os carotendides identificados na polpa do pequi (C. brasiliense) foram:
neoxantina, violaxantina, luteina, zeaxantina, (-criptoxantina e [-caroteno.
Sendo neoxantina e [(-caroteno, os componentes majoritarios. O pequi pode
ser indicado como fonte dos carotendides (xantofilas) zeaxantina-luteina,
considerados como quimiopreventivos de doencgas oftalmicas como a catarata

e DMI (degeneragcdo macular, relacionada a idade).
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2 . OLEOS ESSENCIAIS DO PEQUI

2.1. INTRODUGAO

Os Oleos essenciais (OEs), também chamados de 6leos volateis, séo
liquidos aromaticos, de aspecto oleoso, menos denso que a agua, obtidos a
partir de material vegetal (flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas,
ervas, madeira, frutos e raizes). Estas substédncias sédo derivadas do
metabolismo secundario de plantas e podem ser obtidas por expressao,
fermentacao, enfleurage, extracdo (solventes organicos, CO,, microondas).
Entretanto, o método de destilagdo a vapor (hidrodestilagdo) € o mais
comumente utilizado na produgcdo comercial de OEs (BAKKALI et al., 2008;
BURT, 2004; EDRIS, 2007; NERIO et al., 2010).

A composicdo dos OEs, de uma mesma espécie, pode variar em
qualidade e quantidade; como também, em sua composi¢cdo, em fungdo do
clima, da composigdo do solo, do 6rgédo da planta, da idade e fase do ciclo
vegetativo (MASOTTI et al., 2003; ANGIONI et al., 2006). Além disso, de
acordo com a metodologia de extragdao utilizada (DONELIAN et al., 2009;
SEFIDKON et al., 2006).

E inquestionavel a importancia da identificagdo dos constituintes
quimicos dos 6leos essenciais de alimentos, tais como as frutas, uma vez que
essas informagdes contribuem para sua identidade e caracterizagao (WANG et
al., 2009). O flavor de um determinado alimento € um dos principais atributos
para analise sensorial e aceitagdo por parte do consumidor. De maneira geral,
essa propriedade é conferida pela combinagdo das moléculas volateis,
presentes nos 6leos essenciais (LINFORTH, 2000; BICAS et al., 2011).

Devido ao sabor e aroma caracteristicos, os frutos do Caryocar
brasiliense (pequi) sdo amplamente empregados, como condimento, na

culinaria regional (RIBEIRO, 2000). Compdem variados pratos a base de arroz,
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feijao, carnes, farofas etc. Sua polpa é também utilizada na fabricagdo de
licores, doces e extragdo de 6leo. (LIMA et al., 2007; RAMOS et al., 2001,
SOUZA et al., 2007).

O desenvolvimento do presente trabalhou teve por objetivos:

Determinar a concentracéo de oleos essenciais da polpa do
pequi, Caryocar brasiliense.

Determinar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais do pequi,
em amostras coletadas em 18 Municipios do Bioma Cerrado,
abrangendo trés Estados da Federacdo (MA, MG e TO);
empregando cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM).

Verificar, fazendo uso de analise multivariada, reconhecimento de
padrdes classificadores dessas amostras, segundo as respectivas
concentragdes das substancias constituintes dos 6leos

essenciais, das 18 populacdes amostradas.
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2.2, REVISAO DE LITERATURA

2.2.1. CARACTERISTICAS QUIMICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS

O termo “Oleo essencial” deriva de uma expressao introduzida, no século
XVI, pelo médico sui¢co Paracelsus Von Hohenheim, que nomeou o principio
ativo de uma droga de Quinta Essentia (BURT, 2004; EDRIS, 2007);
possivelmente decorrente do pensamento aristotélico de que a matéria seria
composta de quatro elementos, ou seja, agua, fogo, terra e ar. Para tal, o
quinto elemento foi considerado o “espirito” ou forga vital. A destilagcdo e
evaporagao foram, entdo, idealizadas como um processo de remogédo do
“espirito da planta”. Esse termo é, ainda, empregado na lingua inglesa para
designar bebidas alcodlicas destiladas, tais como conhaque, uisque e demais
aguardentes. Na atualidade, logicamente, sabe-se que, longe de serem
espirituais, os OEs sao de natureza fisica e constituidos de uma mistura
complexa de substancias organicas. Dos antigos conceitos, deve-se levar em
conta, que os constituintes quimicos dos OEs sao volateis, com temperaturas
de ebulicado relativamente baixas, a fim de possibilitar que a destilacédo a vapor
ocorra a pressao atmosférica. Para tal, devem apresentar massas moleculares
menores que 300 Daltons e razoavel natureza hidrofobica (SELL, 2010). Dentro
dessas limitagdes, encontram-se uma diversificada e riquissima gama de
substancias quimicas. Entretanto, existem padrdées de estruturas moleculares
comumente identificadas como componentes de dleos essenciais de plantas,
tais como, hidrocarbonetos, terpenos e terpendides, alcodis, aldeidos, cetonas,
éteres, ésteres, lactonas, fenodis e éteres fendlicos (BAKKALI et al., 2008;
BATISH et al., 2008).

2.2.2. IMPORTANCIA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Estima-se serem conhecidas mais de 3.000 substancias constituintes
dos OEs, das quais cerca de 10% tem importadncia comercial na industria
alimenticia, farmacéutica e cosmética (NERIO et al.,, 2010; LAWRENCET,

2000). O uso de OEs vem ganhando impulso, tanto devido ao interesse
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crescente de consumidores em ingredientes de fontes naturais, como também,
devido a crescente preocupacdo relacionada ao uso de substancias
potencialmente prejudiciais, como os aditivos sintéticos na alimentacao
(REISCHE et al., 1998).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na
protecdo das plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos,
inseticidas e também contra potenciais herbivoros. Em alguns casos, seus
odores exercem funcdo atrativa para insetos polinizadores ou repelente para
outros, indesejaveis (BAKKALI et al., 2008). No entanto, desde a antiguidade, o
homem tem utilizado as plantas aromaticas e seus respectivos OEs com os
mais variados objetivos: como condimentos e temperos, conferindo sabor e
fragréncias; em medicamentos e cosmeéticos; como agentes inseticidas,
fungicidas, acaricidas e antimicrobianos; na conservagdo de produtos
armazenados; entre outros (BATISH et al., 2008; EDRIS, 2007; HAMMER et
al., 1999; ISMAN, 2000; ISMAN & MACHIAL, 2006).

2.2.3. EXTRAGAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Varias sao as metodologias utilizadas na extracédo de OEs. A escolha do
método dependera, principalmente, da finalidade de seu uso (BAKKALI et al.,
2008), como também, da localizagdo desse 6leo no material vegetal, ou seja, a
parte da planta, em que se procedera a extragdao (ARAUS et al., 2009).

Alguns meétodos de extracdo de oOleos essenciais vém sendo,
tradicionalmente, empregados. Em perfumarias, por exemplo, é utilizado o
método de enfleurage, originario de Grasse — Franga. Esse método utiliza
gorduras animais a fim de adsorver os compostos aromaticos exsudados de
flores frescas. Uma placa grande de vidro moldado € untada com uma camada
de gordura animal, e as pétalas ou flores inteiras sdo, entdo, colocadas na
gordura. As flores sédo trocadas diariamente até que a gordura fique saturada
com a fragrancia e, em seguida, os Oleos volateis sdao separados da
gordura (PENSUK et al., 2007).

No que se refere a casca de frutas citricas (Rutaceae), a extragao é,
geralmente, realizada por expressao, ou seja, prensagem a frio (LAHLOU,

2004). Este processo envolve a abrasao das cascas e da remogao do 6leo na
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forma de uma emulsdo aquosa que €&, subsequentemente, separada por
centrifugagcdo. Os Oleos de citrus obtidos por esse método tem qualidade
superior quando comparado aos obtidos por destilagdo, devido a auséncia de
aquecimento durante o processo. Sdo, também, mais estaveis a oxidacao
devido a presencga de antioxidantes naturais, tal como os esterdis, os quais nao
sdo extraidos pelo método de arraste de vapor (ASHURSTS, 1999).

O CO; supercritico € um solvente lipofilico utilizado na extracdo de OEs,
uma vez que nao € toxico e permite que a operacdo ocorra a pressdes
relativamente baixas e a temperaturas proximas a ambiental (REVECHON,
1997). A extragdao com fluido supercritico € uma técnica simples, rapida e
seletiva. Pode, também, ser considerada uma metodologia conveniente para a
preparacdo de amostras, antes da analise de identificacdo dos compostos
volateis em analitos obtidos de matrizes vegetais. Deve-se destacar que as
industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos vém, crescentemente,
substituindo os métodos tradicionais de extracdo pelo emprego do CO,
supercritico, devido a melhor qualidade apresentada pelo produto final, embora
seja essa técnica de custo mais elevado (POURMORTAZAVI &
HAJIMIRSADEGHI, 2007).

A irradiagdo com microondas foi desenvolvida e relatada por alguns
pesquisadores como uma técnica alternativa de extracdo de OEs, a fim de
obter um bom rendimento do éleo e redugéo no tempo de extragao (FARHAT et
al., 2011; LUCCHESI et al., 2004; TIGRINE-KORDJANIET et al., 2006). De
modo geral, a técnica consiste em excitar as moléculas de agua presente nos
tecidos da planta, causando a ruptura das células vegetais e, assim, a
liberagao dos 6leos essenciais presos no meio extracelular (LAHLOU, 2004).

A hidrodestilacdo, também denominada de destilagdo por arraste de
vapor, € o método mais comumente empregado para a extragdo de OEs de
plantas (SCHMIDT, 2010). Esta técnica apresenta custos de produgcdo
relativamente baixos, embora possa induzir a degradacéao térmica, a hidrélise e
a solubilizacdo de agua em alguns de seus constituintes (WENQIANG et al.,
2007). Entretanto, as alteragbes quimicas de substancias componentes dos
Oleos essenciais, obtidas através da hidrodestilagdo, sdo, em alguns casos,

consideradas favoraveis; uma vez que alguns dos constituintes presentes no
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Oleo (produto final), ndo s&o originalmente encontrados na planta, mas

conferem ao 6leo caracteristicas singulares (SCHMIDT, 2010).

2.2.3.1. Hidrodestilagao

O termo "destilacao" é derivado do latim distillare que significa “gotejar" e
descreve o estagio final do processo, quando do gotejamento de um liquido de
um condensador para um recipiente de coleta. Na sua forma mais simples,
pode ser definida como: evaporagao e posterior condensacdo de um liquido
(FERREIRA & AQUINO NETO, 2005; SCHMIDT, 2010).

De acordo com ISO/DIS 9235.2 (1997), os Oleos essenciais sao
definidos como: “... produto obtido a partir de matérias-primas vegetais, quer
por destilagdo com agua ou vapor”. Portanto, a simples coc¢ao, na presencga de
agua representa um método de obtengao de 6leos essenciais.

A teoria da hidrodestilagao, envolvida na extragdo de oleos essenciais
de material vegetal, pode ser analisada sob dois aspectos. O primeiro no que
se refere a obtengdo dos constituintes volateis, presentes nas glandulas
(células) de uma planta. Isto se deve a ruptura das paredes celulares, através
do emprego de calor. O calor aplicado, logicamente, eleva a temperatura no
interior das células, promovendo a expansao do 6leo e 0 aumento da pressao
intracelular. Acontece o rompimento das células e, consequentemente, a
liberagdo do o6leo essencial. O fluxo de vapor age, entdo, “arrastando” as
moléculas constituintes dos 6leos essenciais. O segundo aspecto, diz respeito
a destilagc&o, propriamente dita, que pode ser explicada da seguinte forma: dois
liguidos ndo misciveis (nesse caso, a agua e 6leo essencial) formam duas
fases distintas. A pressao de vapor total desse sistema (p) é igual a soma das
pressGes parciais de vapor dos dois liquidos puros: p = psgua t Péico -
Supondo uma imiscibilidade completa de ambos os liquidos, p é independente
da composic¢ao da fase liquida. A temperatura de ebulicdo da mistura (Tg,,) se
situa abaixo da temperatura de ebulicdo dos liquidos agua e éleo essencial
(Tg 4gua © Tk ¢ie0)- A proporcionalidade entre a quantidade de cada componente

€ a pressao da fase vapor é dada pela formula:

Nc')leo _ Péleo

Négua Pégua

81



Onde Ny, € N;guqa representam, respectivamente, as quantidades de mateéria
do dleo e da agua; ambos, na fase de vapor (SCHMIDT, 2010).

A hidrodestilacdo, portanto, € o método mais simples de extracdo do
Oleo essencial e pode ser realizada, por exemplo, através da imersdo da
biomassa em agua fervente. O material vegetal absorve agua durante o
processo de ebulicdo e o 6leo contido nas células difunde-se através das
paredes celulares por meio de osmose. Uma vez que o 6leo tenha se difundido
este é vaporizado e arrastado pela corrente de vapor. A volatilidade dos
constituintes do 6leo ndo é influenciada pela taxa de vaporizacdo, mas
depende sim, do seu grau de solubilidade em agua. Como resultado, os
componentes dos OEs, soluveis em agua, irdo destilar antes dos componentes
insoluveis em agua, ainda que mais volateis (SCHMIDT, 2010).

Projetos industriais para a extragdo de OEs s&o os mais variados
possiveis, desde os tradicionais alambiques de cobre até plantas mais
sofisticadas com /ayout automatizado, incluindo equipamentos em ago-inox.
Em geral, o vapor, produzido em uma caldeira, circula pelo recipiente por onde
o material vegetal se encontra (destilador). Os volateis disprendidos sé&o
arrastados pelo vapor d'agua, saindo no alto do destilador, e a seguir passam
por um sistema de resfriamento, por exemplo, através do uso de uma
serpentina que fica em contato com um liquido refrigerante (agua) a
temperatura mais baixa. O vapor d’agua e o 6leo sdo condensados. Nesse
produto de saida pode se ver a diferenca de duas fases, 6leo na parte superior
e na inferior a agua; elas sao separadas por um processo de decantagao. A
agua que sobra deste processo recebe o nome de hidrolato (CERPA et al.,
2008; MASANGO, 2005). O esquema de um sistema de destilagdo por arraste
de vapor (hidrodestilagdo) industrial € apresentado na Figura 2.1.

A hidrodestilagdo, seguida de extragdo com solvente, € também uma
das técnicas mais comuns empregada na preparagao de amostra, para analise
de Oleos essenciais, em escala de laboratério. A principal vantagem
€ que a etapa de destilacdo separa os volateis dos ndo volateis. Outras
razdes para isso incluem a simplicidade de operagao, sem necessidade de
aparelhos complexos, reprodutibilidade, rapidez, e a gama de amostras que

podem ser manipuladas (PARLIMENT, 2002). Para tal o equipamento utilizado
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€ o destilador tipo Clevenger modificado (AKISUE, 1986), ilustrado na Figura
2.2.

— Condensador —

e
l

— Hidrolato —

—Caldeira—
produgéo de vapor d agua

FIGURA 2.1. Diagrama de um processo de extragdo de OE — hidrodestilagéo.

> (s |

balio de fundo redondo, p
contendo a amostra

A )
= /&
> sistema de
aquecimento

FIGURA 2.2. llustragdo de um destilador tipo Clevenger.

83



2.2.4. ANALISE DE OLEOS ESSENCIAIS

A analise de Oleos essenciais cumpre, basicamente, um objetivo técnico,
ou seja, alcangar uma melhor separagdo e, posterior, identificacdo dos
constituintes dos Oleos essenciais, através da mais eficaz tecnologia
disponivel. Os resultados obtidos, a partir destas informacdes, podem entdo ser
utilizados para responder questdes de interesse cientifico e/ou industrial, que
motivaram a analise. Pode-se citar como exemplo: avaliagdo de desempenho
entre metodologias de extracdo de 6leos essenciais (GOLMAKANI & REZAEI,
2008; KHAJEH et al., 2010; OKOH et al., 2010); estudos comparativos da
composi¢cdo quimica de Oleos essenciais entre plantas da mesma espécie
(HUSSAIN et al., 2008; PAOLINI et al., 2010) ou de espécies distintas (COLE
et al., 2007; BICAS et al., 2011); para controle de qualidade e investigagcédo de
adulteragcao (CHUN et al., 2011; HOWES et al., 2003); descobertas de novas
substancias ou, ainda, para caracterizacdo das classes quimicas dos
compostos presentes (KOYAMA et al., 1997; SMITH et al., 2010); entre outros.

Na atualidade, o pesquisador ou o analista, fazem uso da cromatografia
gasosa (CG) como metodologia de separagdo e, posteriormente,
complementam esse estudo através da espectrometria de massas (EM), a fim
de possibilitar a identificacdo dos constituintes dos OEs. Melhorias nessas
técnicas analiticas, ou seja, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM), serdo, imediatamente, relevantes para os avangos nas

diversas areas de atuacao dos oleos essenciais (MARRIOTT et al., 2001).

2.2.5. OLEOS ESSENCIAIS EM FRUTAS

Substancias quimicas naturais, presentes nas polpas das frutas, tais
como os 0Oleos essenciais sado sintetizados, pelas plantas, durante o periodo de
maturacdo. Os compostos volateis sao responsaveis pelo sabor e aroma
caracteristicos das frutas, sustentados pelos agucares e acidos organicos. A
composicado volatil das frutas &€ complexa; constituindo-se, geralmente, de
ésteres, aldeidos, alcodis, terpenos e seus derivados; entretanto, os ésteres
sao os constituintes comuns entre todas as espécies. Os OEs das frutas,

obtidos a partir de suas polpas, sao geralmente extraidos por destilagdo por

84



arraste de vapor e, posteriormente, analisados por CG-EM. Estas técnicas de
extragdo, isolamento e analise requerem quantidades, relativamente, grandes
de frutas, as vezes da ordem de quilos, a fim de se obter uma amostra
adequada de analise (HARMON, 2002; MCGORRIN, 2002).

2.2.6. ESTERES COMO COMPONENTES DE OLEOS ESSENCIAIS

Os ésteres alifaticos contribuem para o aroma de quase todas as frutas
e muitos alimentos. Alguns sao responsaveis por um aroma de uma fruta em
particular, ou para o cheiro de uma flor em particular, no entanto, muitos destes
ésteres possuem um inespecifico odor frutado. Na natureza, a maioria dos
ésteres deriva-se dos alcodis e acidos, com um mesmo numero de atomos de
carbono. Além dos ésteres de cadeia linear e saturados, alguns compostos de
cadeia ramificada, como os ésteres isoamilicos e alguns ésteres insaturados,
como o hexenyl, sdo também importantes. Embora o odor dos ésteres alifaticos
com um pequeno numero de atomos de carbono é estritamente frutado, este
muda para odores que lembram gorduras saponificadas ou, mesmo, odores
metalicos com o aumento do numero de atomos de carbonos em suas cadeias.
Os ésteres sao geralmente preparados por esterificagdo de acidos carboxilicos
com alcodis. Os procedimentos industriais dependem das propriedades fisicas
dos ésteres em questdo. Métodos biossintéticos podem ser aplicados para
produzir ésteres naturais para fins sabor. Em perfumaria, os acetatos sao os
ésteres alifaticos mais importantes. Nas composi¢des de sabor, os ésteres séo
os preferidos para aromas de fruta artificial e assim, como na natureza,
prevalecem os ésteres etilicos (SURBURG & PANTEN, 2006).

2.2.7. OLEOS ESSENCIAIS DO PEQUI

De acordo com a pesquisa de DAMIANI et al. (2009), a concentragao de oleos
essenciais da polpa de pequi, provenientes de Cordisburgo-MG, foi de,
aproximadamente, 0,01%. A composi¢cdo do o6leo essencial encontrada foi:
acido hexandico, hexanoato de etila, hex-2-enoato de etila, cis-B-ocimeno,
octanoato de etila, oct-2-enoato de etila e decanoato de etila. Dentre estes, o

hexanoato de etila (63,0%) e o octanoato de etila (16,3%) sdo os compostos
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majoritarios. A extragcdo dos volateis, neste trabalho, foi realizada por
hidrodestilagao e posterior analise por CG-EM.

No entanto, MAIA et al. (2008); estudando a composi¢cédo de OEs da
polpa de pequi, oriundos do Municipio de Chapada dos Guimaraes, Estado do
Mato Grosso; detectaram 60 compostos volateis; incluindo uma mistura de
ésteres, acidos graxos saturados, hidrocarbonetos de cadeia longa e terpenos.
Os principais compostos identificados foram: hexanoato de etila (52,9%);
octanoato de etila (4,6%), alcool tetraidrofurfurilico (4,3%), butanoato de etila
(4,1%), palmitato de butila (3,7%), estearato de isobutila (2,6%), acido 3-
metilvalérico (2,6%) e fenilacetaldeido (0,4%). Sugeriu-se que estes compostos

s&o os constituintes quimicos, “chaves”, do aroma do pequi (Figura 2.3).

i i
/\/\/ko/\ WO/\
hexanoato de etila octanoato de etila
LA i
OH M
O O/\
alcool tetraidrofurfurilico butanoato de etila
\)\/fl ©\j
I
OH
acido 3-metilvalérico fenilacetaldeido
O

/\/\/\/\/\/\/\/'%/\/\

palmitato de butila

Wo
/W/

estearato de isobutila

FIGURA 2.3. Estruturas de constituintes quimicos “chave” do aroma da
polpa do fruto do C. brasiliense (MAIA et al., 2008).
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A obtengcdo dos OEs, por MAIA et al. (2008), foi realizada por
destilagdo-extragdo silmutaneas (SDE), empregando-se um micro-destilador-
extrator, aparato de Likens-Nickerson. Os 6leos essenciais foram analisados
por GC-EM.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. MATERIAL VEGETAL

As coletas das amostras foram realizadas nos Estados do Maranhéo,
Minas Gerais e Tocantins. Foram coletadas amostras de 18 populacdes, entre
os meses de dezembro de 2009 e janeiro de 2010.

A escolha dos locais de coleta foi, prioritariamente, o Estado de Minas
Gerais, o qual tem o Bioma Cerrado equivalente a 57% do total da area
ocupada pelas demais vegetacdes (41% Mata Atlantica e 2% Caatinga), que
corresponde a 16% de todo o Cerrado Nacional (IBGE, 2004). As aquisi¢cdes
das amostras, em Minas Gerais (12 populagbes), abrangeram: a Regi&do
Central (Curvelo e Felixlandia); a Regido do Noroeste de Minas (Arinos e Unai)
e a Regidao do Norte de Minas (Bocaiuva, Claro dos Pog¢des, Grao Mogol,
Januaria, Japonvar, Montes Claros, Pirapora e Salinas) — fronteirica ao Bioma
Caatinga. A distancia aproximada entre os municipios foi em torno de 100 km.

A selecao dos demais locais de aquisicdo de amostras, Estados do
Maranhao e do Tocantins, levou-se em conta a representatividade, no que diz
respeito ao Bioma Cerrado; ou seja, 65% e 91% do total da area ocupada pelas
vegetacgdes e 11% e 12% de todo Cerrado Nacional, respectivamente (IBGE,
2004); como também as, provaveis, diferengas geograficas. Deve-se destacar
que o Cerrado do Estado do Maranhao situa-se em regido de fronteira com a
Floresta Amazénica.

A coleta dos frutos, apds queda natural, foi realizada nos Municipios, em
areas com pouca interferéncia antropicas, em horarios matutinos. Depois de
coletados, os frutos foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo e
transportados para o Departamento de Quimica (DEQ) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), onde foram armazenados, com a casca, em freezer a
temperatura de congelamento de -18 °C até que se procedessem as analises.
De maneira aleatoria dividiu-se as amostras em trés lotes: dois lotes de * 4 kg,
analise de carotendides e de 6leos fixos (Capitulo 1 e 3) e um lote com + 12 kg,

analise de oleos essenciais. Testemunhas de cada uma das populagdes foram
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herborizadas (exsicata e carpoteca) e incorporadas ao acervo do Herbario VIC
do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da UFV. As populagbes e os

detalhes de coleta estdo sumarizados na Tabela 2.1.

TABELA 2.1. Populagdes de Caryocar brasiliense, codigo das amostras, data

da coleta dos frutos, dados geograficos* e Registro no Herbario

DBV/UFV

Estado Cidade Cédigo D(f::sc;:r']‘f:)a Latitude | Longitude I;‘:;‘:‘:trr‘(’)
Barra do Corda BAR 01/2010 05°37'30” | 45°07'30" [VIC32272

MA Grajau | (Gato Preto) GAT 01/2010 05°52'30” | 46°07°30" |VIC32271
Grajau Il (Olhos D’Agua) OLH 01/2010 05°52'30” | 46°07°30” |VIC32273
Lajeado Novo LAJ 01/2010 06°07°30” | 47°07'30” | VIC32270
Arinos ARI 12/2009 15°56'15” | 46°03'45” | VIC34071
Bocaiuva BOI 12/2009 17°03'45" | 43°48'45" [ VIC34077

Claro dos Pogdes CLA 01/2010 17°03'45" | 44°11'15” [VIC34082
Curvelo CUR 01/2009 18°48'45” | 44°26’15” |VIC34079
Felixlandia FEX 01/2010 18°48'45" | 44°56'15” |VIC34080

MG Grao Mogol GRA 01/2010 16°33'45” | 42°56'15” | VIC34073
Januaria JAN 12/2009 15°26°15” | 44°18'45” |VIC 31602
Japonvar JAP 12/2009 15°56'15” | 44°18'45” |VIC 31601
Montes Claros MOC 01/2010 16°41'15” | 43°48'45" | VIC34081
Pirapora PIR 01/2010 17°18'45” | 44°56'15” |VIC34072
Salinas SAL 01/2010 16°11'15” | 42°18'45” |VIC33269

Unai UNA 01/2010 16°18'45” | 46°56'15” | VIC34076

T0 Parana PAR 12/2009 12°37°30" | 47°52'30" |VIC34078
Peixe PEI 12/2009 12°07°30” | 48°37°30” |VIC34075

* Dados obtidos através de http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br; em 12/08/2010.

2.3.2. ANALISE DE OLEOS ESSENCIAIS DA POLPA DO PEQUI

A analise dos Oleos essenciais; que compreenderam as etapas de
extragdo, identificacdo e quantificagdo, tanto do teor de 6leo como da
composicao deste, para cada uma das 18 populagdes investigadas; foi realizada no
Laboratério de Analise e Sintese de Agroquimicos — LASA, do Departamento

de Quimica da UFV. Procedeu-se as analises utilizando a ordem de aquisicéo
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das amostras, com o objetivo de que as mesmas estivessem em condi¢des

semelhantes, no que se refere ao menor tempo possivel de congelamento.

2.3.2.1. Preparo das Amostras - Obteng¢ao da Polpa

Para se proceder as analises foi necessario, o descongelamento dos
frutos, seguido do despolpamento dos pirénios, apds a eliminagdo da casca
(exocarpo). Tanto a retirada da casca, quanto o despolpamento foram
realizados, manualmente, com o uso de luvas de latex, empregando-se, para

tal, facas afiadas de ago-inoxidavel.

2.3.2.2. Extragdo dos Oleos Essenciais do Pequi

A polpa obtida foi dividida em trés por¢des de 100 g cada (triplicata).
Cada porcdo da amostra foi triturada com 1 L de &gua destilada, em
liquidificador industrial (copo em aco inox AISI 304, capacidade 2 L, marca
TRON) e submetida a trés horas de hidrodestilagdo em aparato tipo Clevenger.
Os 6leos obtidos foram recolhidos juntamente com o hidrolato e extraidos com
pentano (3 x 20 mL) em funil de separagao. As fases organicas foram secadas
com sulfato de magnésio (MgSQO,) anidro e o solvente removido sob baixa
pressao, a 40 °C, em evaporador rotativo. Os 6leos foram acondicionados em
frascos de vidro, sob atmosfera de nitrogénio, e mantidos sob refrigeracdo a
temperatura de aproximadamente -18 °C, até o momento das analises
quimicas. A massa de cada dleo foi determinada em balanca analitica e os
rendimentos expressos em relagdo a massa de matéria seca do vegetal. A
matéria seca foi determinada pela secagem de trés aliquotas de
aproximadamente 2 g, de cada amostra de polpa, pelo método padrdo da
estufa 105 +3 °C, durante 24 horas, de acordo com Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (1985).

2.3.2.3. Cromatografia em Fase Gasosa (CG)

Utilizou-se cromatégrafo a gas Shimadzu GC-17A, equipado com
detector de ionizagdo de chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida tipo
DB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 ym). As condigdes
cromatograficas foram: gas de arraste N, sob fluxo de 1,8 mL min™;

temperatura do injetor 220 °C e temperatura do detector 240 °C; temperatura
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inicial da coluna de 40 °C (mantida por 4 min.), seguida de aquecimento a uma
proporcdo de 3 °C min™' até atingir 240 °C, mais isoterma por 10 min; volume
de injecéo 1,0 puL (1% m/v em CH,CI, — diclorometano); razdo de split 1:10;
pressao da coluna 113 kPa.

As analises foram realizadas em triplicata e a concentracao de cada
constituinte foi calculada pela porcentagem da area do pico correspondente em
relagdo a area total do cromatograma.

Para a identificacdo das substancias componentes dos 6leos essenciais,
fez-se uso de um aparelho Shimadzu GCMS-QP5050A, equipado com coluna
de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um) e
acoplado a um detector de ionizagao por impacto de elétrons. Gas de arraste
He com fluxo de 1,8 mL min™; temperatura do injetor 220 °C, temperatura
inicial da coluna 40 °C, isoterma por 4 min., seguido de aquecimento a 3 °C
min™ até 240 °C, mais isoterma por 10 min; volume de injecéo 1,0 uL (1% m/iv
em CHyCly); razdo de split 1:5; pressdo da coluna 100 kPa; temperatura da
interface 240 °C; ionizagao (70 eV); amplitude de varredura de 30 a 600 u. Para
tal, foram realizadas comparacdes entre os tempos de retengdo e o indice de
Kovats (IK), relativos a série de alcanos (Cg — Cy7), € pela comparagao dos
espectros de massas com o banco de dados da biblioteca Wiley (Wiley
330.000) ou com a literatura (ADAMS, 2007).

2.3.3. ANALISE ESTATISTICA

2.3.3.1. Analise de Variancia (ANOVA)
Em um delineamento experimental, inteiramente casualizado, com trés

repeticoes e 18 tratamentos; realizou-se a ANOVA com as informacdes
quantitativas obtidas sobre o teor de 6leo essencial. Para tal, empregou-se o
programa estatistico livre ASSISTAT Versao 7.6 beta (2011).

2.3.3.2. Anadlise Multivariada

As informagdes obtidas (dados) foram dispostas em uma matriz
constituida de variaveis (colunas), tais como: umidade, teor de 6leo essencial
na base seca e concentracido de cada um dos constituintes identificados. Os

objetos dessa matriz foram as 18 populagdes amostradas (linhas) dos trés
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diferentes Estados da Federagao (MA, MG e TO). A matriz foi autoescalonada
e em seguida procedeu-se a analise das componentes principais (ACP) e
analise hierarquica por agrupamento (AHA). Deve-se destacar que o AHA
(cluster) foi realizado utilizando o algoritmo de médias. Os dados foram
processados em um programa MATLAB, versdo 5.3; empregando pacote

quimiométrico PLS_Toolbox, verséo 2.0.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. CONCENTRAGAO E COMPOSICAO
— Oleos Essenciais do Pequi —

Os teores de dleo essencial da polpa do pequi, na base seca, obtidos;
através da hidrodestilacido e posterior extracdo com solvente pentano, para

cada uma das 18 populacdes amostradas; sdo apresentados na Tabela 2.2.

TABELA 2.2. Concentracdo de O6leo essencial (base seca) e teor de

umidade da polpa do C. brasiliense

Estado - Amostra . Concentra.gao Umidade (%)
Cidade Codigo | Oleo Essencial (%)

Barra do Corda BAR 0,67 +0,039 58,37 +0,78

MA Grajal i (Gato Preto) GAT 0,25 +0,005 4550 +1,95

Grajau i (Olhos D'Agua) OLH 0,33 +0,022 53,25 +1,68

Lajeado Novo LAJ 0,35 0,012 51,63 £0,70
Média Parcial 0,40 +0,185

Arinos ARI 0,33 0,010 53,43 10,38

Bocailva BOI 0,55 #0,022 58,13 1,07

Claro dos Pogdes CLA 0,47 +0,019 4562 +1,72

Curvelo CUR 0,33 0,015 51,08 %1,45

Felixlandia FEX 0,29 0,007 50,59 +1,25

MG Grao Mogol GRA 0,60 0,010 52,07 +0,69

Januaria JAN 1,15 +0,056 59,09 %1,53

Japonvar JAP 0,90 +0,073 57,75 +1,95

Montes Claros MOC 0,61 +0,053 59,81 +1,01

Pirapora PIR 0,30 +0,013 50,54 +0,62

Salinas SAL 0,89 0,005 56,68 11,04

Unai UNA 0,23 0,027 47,14 +1,34
Média Parcial 0,55 0,292

T0 Parana PAR 0,13 0,001 55,12 1,73

Peixe PEI 0,16 0,005 54,57 +0,38
Média Parcial 0,15 0,021

Média Geral 0,47 0,280 53,35 14,53

Coeficiente de Variagao (CV) 59,6% 8,49%
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De acordo com os dados listados na Tabela 2.2 e plotados no grafico de
barras (Figura 2.4); o teor médio de OEs da polpa do pequi foi igual a 0,47%;
apresentado um coeficiente de variagao (CV) em torno de 59,6%. A ANOVA
confirmou que as duas populagdes do Estado do Tocantins (Parana e Peixe)
apresentaram as menores concentragdes de Oleos essenciais (<0,16%).
Enquanto que as populagbes com teores mais elevados de volateis (20,55%)
s&do: Januaria, Japonvar, Salinas, Montes Claros, Grdao Mogol e Boicaiuva
(Minas Gerais) e Barra do Corda (Maranh&o). Pode-se, portanto, sugerir que as
polpas de C. brasiliense dessas populagdes, provavelmente, apresentam

caracteristicas de aroma e sabor mais pungentes.
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FIGURA 2.4. Concentracido de oleo essencial na polpa do pequi. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem, estatisticamente entre si,

pelo teste de Duncan ao nivel de 5%.

Nas Tabelas 2.3; 2.4 e 2.5 encontram-se a composi¢ao quimica, ou seja,
as substancias identificadas nos oleos essenciais da polpa dos frutos do

pequizeiro (C. brasiliense), oriundos dos estados do Maranhdo, Minas Gerais e
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Tocantins, respectivamente. Os constituintes dos OEs e suas porcentagens

estdo listados de acordo com sua ordem de eluicdo em coluna capilar tipo DB5.

TABELA 2.3. Constituintes dos Oleos essenciais (%) da polpa de C. brasiliense

das amostras coletadas nos Municipios do Estado do Maranhao

SUBSTANCIA ta!)le(lz::lo encmado Barra do Corda th:;aljD?gto Olhgsr"g%gua Lajeado Novo
1| 2-metilbutanoato de etila 8464 850 - 0,09 £0,04 — -
2| isopentanoato de etila 8568 854 0,15 +0,05 0,07 +£0,02 — 0,16 +£0,05
3| heptan-4-ona 869¢ 877 0,37 £0,13 — — -
4| nonano 900p 896 11,9 1,51 - 0,92 £0,11 | 3,16 +0,89
5| pentanoato de etila 901P 901 - 0,04 £0,02 — -
6| hexanoato de metila 9270 928 - 0,03 £0,01 — -
7| hexanoato de etila 9980 | 1004 80,8 1,84 | 91,49+191 | 76,62 +1,94 | 80,0 £0,05
8| isobutanoato de 2-metilbutila | 10228 | 1028 0,52 £0,18 0,86 £0,07 | 1,11+0,20 | 0,35+0,08
9| cis-beta-ocimeno 10408 | 1040 - - 0,72 40,06 | 0,30 £0,07
10| hex-2-enoato de etila 10440 | 1048 — 0,17 £0,02 - -
11] trans-beta-ocimeno 10508 | 1052 1,26 +0,44 2,96 +0,21 | 12,80+1,88 | 6,95 40,95
12| butanoato de isopentila 10608 | 1059 0,77 £0,10 1,25+0,08 | 0,95+0,12 | 0,80 0,22
13| butanoato de 2-metilbutila 1056F | 1062 - - - 0,68 £0,21
14| hexanoato de propila 10976 | 1094 1,47 £0,33 — — 0,82 £0,30
15| isopentanoato de 2-metilbutila | 11098 | 1102 2,70 £0,60 — 0,60 £0,05 —
16| octanoato de etila 11958 | 1198 - 0,47 £0,10 | 2,28 £0,50 | 0,27 £0,12
17| hexanoato de isopentila 12490 | 1251 - 0,30 £0,13 — 0,33 0,14
18| decanoato de etila 13950 | 1396 - - 0,74 £0,21 | 0,10 £0,04
19| dendrolasin 15710 | 1577 - 1,02+0,32 | 0,82+0,22 | 0,41+0,18
20| dodecanoato de etila 15950 | 1593 - 0,17 40,07 | 1,2540,53 | 3,75 1,62
21| tetradecanoato de etila 17960 | 1792 - 0,10 £0,03 — —
22| hexadecanoato de etila 19930 | 1993 - - 0,34 0,09 -
23| geranilinalol 20270 | 2029 - 0,09+0,03 | 0,65+0,23 -
TOTAL 100,0 99,10 99,80 98,07

*Valores de indice de Kovatz, obtidos na literatura: VALIM et al. (2003)"; ADAMS (1995)°; PINO
et al. (2005)°; ADAMS (2007)°; LEFFINGWELL & ALFORD (2005)5; BEAULIEU & GRIMM
(2001)"; QIAN & REINECCIUS (2003)%;
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TABELA 2.4. Constituintes dos 6leos essenciais (%) da polpa de C. brasiliense das amostras coletadas nos Municipios de Minas Gerais

Substancia tab'g: do obs:r}Sa do Arinos | Bocaitiva C.Pogdes Curvelo |Felixlandia G.Mogol | Januaria Japonvar | M. Claros | Pirapora | Salinas Unai
1| but-2-enoato de etila ne’ 839 — 0,02 0,01 — 0,09 £0,01 - — 0,17 £0,10 | 0,17 £0,08 - 0,13 £0,10 - 0,18 £0,10
2| 2-metilbutanoato de etila| 846~ 850 | 0,14 +0,03 — 0,13 0,03 | 0,07 £0,01 - — - 0,07 £0,02 - 0,07 £0,02 | 0,11 £0,03 | 0,33 £0,05
3| isopentanoato de etila 8568 854 | 0,18+0,01 | 0,07 +0,01 | 0,02 +0,01 | 0,17 0,10 — — — — — — — 0,34 +0,03
4 | etilbenzeno 878¢ 875 — — — 0,18 £0,11 — — — — — — — —
5| heptan-4-ona 869P 877 - - - - — - — — — 0,27 0,12 — —
6 | nonano 900¢ 896 - 0,35 40,03 | 0,12 +£0,03 — 0,29 +0,11| 0,71 0,08 | 0,35 0,03 — 0,17 £0,07 | 0,50 £0,10 | 0,37 0,04 | 0,53 £0,14
7 | pentanoato de etila 901E 901 — — — 0,02 0,01 — — — — — — — —
8  hexanoato de metila 927E 928 | 0,82+0,05 | 0,30 +0,06 ' 0,31 +0,03 | 0,47 +£0,02 | 0,31 £0,08 | 0,70 £0,09 | 0,95+0,15 | 0,86 0,08 A 0,29 +0,07 | 0,32 +0,09 | 0,55 0,03 0,13 0,06
9 | beta-mirceno 990€ 992 - — — 0,08 +0,04 — — — — — — — —
10 | hexanoato de etila 998¢ 1004 | 80,0090 | 87,1+2,87 | 89,8 +0,58 | 73,4 +2,56 | 83,5+1,38 | 78,0+0,71 | 89,6 +1,07 | 87,4 +0,67 | 84,2+0,67 | 80,3 +2,60 | 85,9 +0,32 | 90,6 +£2,10
11 4cido hexanéico 1020F | 1029 | 7,86 +0,44 | 2,94 +0,85 - - - 3,67 +0,80 — - - — — —
12 | cis-beta-ocimeno 10408 1040 | 0,92+0,03 | 0,59+0,12 | 0,32 +0,09 | 1,25+0,13 | 0,57 +0,03 | 1,37 +0,21 | 0,44 0,17 | 0,25 +0,06 | 0,27 +0,03 | 0,29 +0,02 | 0,33 +0,06 —
13 | hex-2-enoato de etila 1044E | 1048 — 0,29 0,12 — — — 0,39 £0,17 — — — — — 1,71 £0,62
14 | trans-beta-ocimeno 10508 1052 | 7,69 +0,41 | 3,94 0,39 | 547 0,54 | 22,4 +164 | 10,9+1,38 | 11,5+0,79 | 6,22 +0,78 | 6,34 +0,72 | 7,27 0,84 | 6,54 +£0,45 | 8,50 +0,54 | 3,36 +0,35
15 | hexanoato de propila 10976 1094 | 0,14 +0,01 | 0,34 +0,09 | 0,11 +0,01 | 0,08 +0,01 | 0,33 +0,04 | 0,11 +0,05 | 0,61 +0,06 | 0,16 +£0,01 | 0,15 +0,02 | 0,17 +0,07 | 0,05+0,01 | 0,19 +0,07
16 | heptanoato de etila 1098E 1097 | 0,100,01 | 0,13 £0,03 — 0,05 £0,02 — 0,37 £0,04 - - 0,18 £0,10 | 0,10 £0,05 | 0,05 +0,02 —
17 | hexanoato deisobutila | 1137% | 1140 | 0,11 £0,01 | 0,10 +0,02 - 0,11 +£0,01 | 0,07 +0,01 - — — - — — -
18 | 4cido octandico 1179 1187 - 0,02 +0,01 — — — — — — — — — —
19 | butanoato de hexila 11928 | 1192 — — — — — — - 0,04 — - - -
20 | octanoato de etila 11958 1198 | 1,95+0,27 | 3,32 +0,67 | 3,72+0,28 | 1,51 0,52 | 3,67 0,43 | 2,17 £0,09 | 1,66 0,53 | 4,72 +0,40 | 7,36 1,34 | 9,77 +1,52 | 4,14 0,77 | 1,24 +0,60
21 | oct-2-enoato de etila nek 1248 | 0,12 +0,10 | 0,31 40,13 — — — — — — — 0,68 +0,29 — —
22 dodecanoato de etila 15958 | 1593 — — — — — — — — — 0,04 0,02 — —
TOTAL 100,0 99,8 100,0 99,9 99,7 99,1 100,0 100,0 99,9 99,2 100,0 98,6

*Valores de indice de Kovatz, obtidos na literatura: VALIM et al. (2003)"; ADAMS (1995)%; TELLEZ et al. (2001)%; PINO et al. (2005)°; ADAMS (2007)%;
FERREIRA et al. (2001)7; QIAN & REINECCIUS (2003)%; PINO et al. (2001)"; JORDAN et al. (2001)".
ne — ndo encontrado na literatura, em coluna tipo DB5. Entretanto a substancia foi reportada em pesquisa na qual foi empregada outra coluna: PEPPARD
(1992)’ e TAKEOKA et al. (1992) .
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TABELA 2.5. Constituintes dos 6leos essenciais (%) da polpa de C. brasiliense
em amostras coletadas nos Municipios do Tocantis
SUBSTANCIA K K Parana Peixe
tabelado | observado
1 | butanoato de isopropila 837~ 842 1,04 £0,13 2,35 40,25
2 | isopentanoato de etila 8568 854 4,24 +0,38 2,58 £0,20
3 | etanoato de isopentila 876¢ 886 — 0,16 £0,03
4 | nonano 900° 896 — 0,26 +0,02
5 | isopentanoato de isopropila 9040 898 12,34 £1,00 22,19 +2,01
6 | isobutanoato de isobutila 908¢ 917 0,19 £0,07 0,09 +£0,01
7 | pentanoato de isopropila ne 945 - 1,94 £0,13
8 | butanoato de isobutila 956~ 960 1,02 £0,20 0,50 £0,02
9 | hexanoato de etila 998¢ 1004 11,13 20,55 5,22 £0,01
10 | isopentanoato de isobutila 1013E 1007 5,46 +0,15 2,75 +0,08
11 | isobutanoato de isopentila 1017F 1015 1,03 £0,01 0,68 £0,01
12 | biciclopentadieno neX 1024 0,67 £0,05 0,50 +0,02
13 | hexanoato de isopropila 10406 1043 10,41 +0,80 16,59 +1,23
14 | trans-beta-ocimeno 10508 1052 21,09 +1,60 26,01 +1,40
15 | butanoato de isopentila 10608 1059 5,45 +0,07 2,53 0,12
16 | isopentanoato de isopentila 11038 1106 0,58 +0,03 0,48 +0,02
17 | 2-metilbutanoato de isopentila 1103F 1108 11,37 £1,20 6,10 0,09
18 | hexanoato de isobutila 11374 1140 2,08 £0,22 0,09 +£0,01
19 | octanoato de etila 11958 1198 0,76 +0,08 0,61+0,13
20 | benzoato de isopropila net 1206 0,28 £0,05 -
21 | octanoato de isopropila neM 1235 — 0,10 £0,01
22 | fenilacetoato de etila 12448 1247 0,23 +0,03 0,08 +£0,01
23 | hexanoato de isopentila 1250 1251 2,74 £0,49 0,65 +0,04
24 | fenilacetoato de isopropila 1267¢ 1274 0,61 +0,09 —
25 | decanoato de etila 1395¢ 1396 0,43 0,04 0,27
26 | dendrolasin 1571¢ 1577 0,43 +£0,08 1,13
27 | dodecanoato de etila 1595¢ 1593 0,74 £0,10 043
28 | dodecanoato de propila 1626 1626 - 0,06
29 | dodecanoato de isobutila neM 1742 0,10 £0,03 -
30 | tetradecanoato de etila 1796¢ 1792 0,34 +0,07 0,22 +0,02
31 | tetradecanoato de isopropila 1828E 1824 0,09 +£0,01 0,05 +0,01
32 | hexadecanoato de etila 1993¢ 1993 0,29 £0,03 0,15 0,03
33 | hexadecanoato de isopropila 2024¢ 2024 0,23 £0,02 0,42 +0,09
34 | geranilinalol 2027¢ 2029 0,25 +0,02 0,16 £0,01
TOTAL 9,80 | 97,30

*Valores de Indice de Kovatz, obtidos através da literatura: BEAULIEU & GRIMM (2001)";
ADAMS (1995)%: ADAMS (2007)%; ISIDOROV et al., (2001)°; LEFFINGWELL & ALFORD
(2005)F; GALLORI et al., (2001)"; QIAN & REINECCIUS (2003)%; PINO et al. (2001)"; MAIA et
al. (2004)"; EL-SAYED et al. (2005)’

ne — nao encontrado na literatura, em coluna tipo DB5. Entretanto a substancia foi reportada
em estudo, no qual foi empregada outra coluna: BREDAEL (1982)K; KORHONEN (1986)L e
TAKEOKA et al. (1992)".
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Ao se analisar os dados da Tabela 2.3, a qual consta a composi¢ao
quimica dos OEs da polpa do pequi — Estado do Maranhao — verifica-se que
foram elucidados em torno de 98% dos constituintes desses 6leos. Para tal,
identificaram 23 substancias. Dessas, apenas dois compostos sdo comuns
entre as quatro populagdes amostradas: o hexanoato de etila (82,2%) e o
trans-B-ocimeno (7,0%); correspondendo a, aproximadamente, 90% da
constituicdo quimica dos OEs. O grafico de barras (Figura 2.5) ilustra a
concentragdo dessas substancias majoritarias, presentes nos OEs das quatro

populagdes (MA).
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FIGURA 2.5. Substancias majoritarias, presentes nos 6leos essenciais da

polpa do pequi de quatro municipios do Estado do Maranh&o.

Segundo a Tabela 2.4, que fornece dados sobre a composi¢cado de OEs
dos pequis do Estado de Minas Gerais, foram identificadas 22 substancias,

abrangendo cerca de 99% de sua constituicdo quimica. As substancias em
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comum, entre as 12 populagcbes amostradas foram: hexanoato de etila,
hexanoato de metila, frans-B-ocimeno, hexanoato de propila e octanoato de
etila. Dentre estas cinco substancias, merecem destaque: o hexanoato de etila
(84,1%); o trans-B-ocimeno (8,4%) e octanoato de etila (3,8%). Deve-se
salientar que essas trés substancias representam, aproximadamente, 96% da
composicédo desses OEs. Para uma melhor visualizagao, plotou-se um grafico,
ilustrado na Figura 2.6. E digno de nota, ainda, observar que entre as 18
populagdes investigadas, somente, os Municipios Mineiros de Arinos, Bocaiuva
e Grao Mogol apresentaram concentragdes expressivas de acido hexandico,ou
seja, de 3 a 8%.
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FIGURA 2.6. Substancias majoritarias, presentes nos o6leos essenciais da

polpa do pequi de 12 municipios do Estado de Minas Gerais.

Através da anadlise dos dados (Tabela 2.5), que se referem a
composicao dos OEs da polpa de pequi do Tocantins, observa-se que foram

identificadas 34 substancias, correspondendo a, aproximadamente, 95% de
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sua constituicdo quimica. Verificou-se, ainda, que esses 6leos (Parana e Peixe)
possuem uma gama maior de substancias, quando comparados aos oOleos das
amostras de outros Estados (MA e MG).

Vale destacar que nas amostras do TO, o hexanoato de etila, ainda que
presente em quantidades expressivas (8,2%), nédo se apresentou como o
componente majoritario isolado. As substancias majoritarias foram: os ésteres
[butanoato de isopropila (1,7%); isopentanoato de etila (3,4%); isopentanoato
de isopropila (17,3%); hexanoato de etila (8,2%); isopentanoato de isobutila
(4,1%); hexanoato de isopropila (13,5%); butanoato de isopentila (4,0%);
hexanoato de isopentila (1,69%); 2-metilbutanoato de isopentila (8,7%)] e o
monoterpeno trans-p-ocimeno (23,6%). Totalizando, aproximadamente, 86%
das substancias componentes desses 6leos. Com base nessas informacgdes

construiu-se um grafico de barras, ilustrado na Figura 2.7.
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FIGURA 2.7. Substéncias majoritarias, presentes nos o6leos essenciais da

polpa do pequi de dois municipios do Estado do Tocantins.

A Figura 2.8 ilustra os cromatogramas dos Oleos essenciais de trés

municipios, representando cada um dos Estados investigados.
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FIGURA 2.8. Cromatogramas gasosos de Oleos essenciais de polpa do pequi:

Grajau(Olhos D’Agua)-MA (A), Januaria-MG (B) e Peixe-TO (C)
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Os cromatogramas das demais populagdes encontram-se no Apéndice.

2.4.2. cARACTERISTICAS QUIMICAS
— Oleos Essenciais do Pequi —

O éster hexanoato de etila (CsH1602), presente nas 18 populagdes
amostradas, € um liquido incolor, de massa molecular igual 144,2 Da e
temperatura de ebulicdo de 168 °C. Esta substancia apresenta um odor forte
frutado, presente em muitas frutas, lembrando o abacaxi (SURBURG &
PANTEN, 2006). E largamente empregado como flavorizante de licores
chineses e saqué, bebida tipica japonesa (HAN et al., 2009).

O pB-ocimene (Figura 2.9), identificado nas 18 amostras, é um
hidrocarboneto insaturado, monoterpeno aciclico de odor pungente, devido sua
estrutura altamente insaturada. Embora presente em muitos 6leos essenciais,
inclusive de frutas, tem emprego limitado em perfumarias (SURBURG &
PANTEN, 2006). O frans-B-ocimeno € um dos monoterpenos comumente
encontrado nas misturas volateis emitidas a partir de folhas em resposta ao
dano por herbivoria ou injiria mecanica. E também componente de muitos
aromas florais. Podendo servir como estimulo quimico para a atracdo de
parasitdides ou predadores de herbivoros de plantas e, ainda, para insetos
polinizadores. Sua rota biossintética € a mesma do seu isbmero, o B-mirceno
(FALDT et al., 2003).

HyC” “CHj

cis trans

FIGURA 2.9. B-ocimeno.
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O éster octanoato de etila (C1oH2002) € um liquido de odor frutado floral,
encontrado nos Oleos essenciais de muitas frutas e em bebidas alcodlicas
obtidas de frutas. E empregado na industria alimenticia como flavorizante
(SURBURG & PANTEN, 2006).

Pode-se, portanto, sugerir que estas trés substancias — hexanoato de
etila, octanoato de etila e B-ocimene — conferem aos pequis, oriundos dos
Estados de Minas Gerais e Maranh&o, o aroma e sabor frutado, floral, bastante
intenso e pungente.

No que se refere aos OEs das duas populagdes do Tocantins, verificou-
se uma grande predominancia de varios ésteres de cadeia curta que também
irao conferir o aroma doce-frutado, nestes pequis, destacando-se o
isopentanoato de isopropila e 0 hexanoato de isopropila, que juntos totalizam
31% da concentragao dos volateis. Entretanto, a presenga do trans--ocimeno
(constituinte majoritario), com concentragdes, relativamente, maiores que nas
demais populagdes amostradas (MG e TO), aliado ao fato de que essas
populagdes apresentaram um menor teor de o6leo (<0,2% - base seca),
sugerem que as polpas destes pequis apresentam um aroma menos frutado e

menos intenso.

2.4.3. COMPARAGAO COM OS DADOS DA LITERATURA

Os resultados aqui encontrados, quando comparados com os da
literatura, assemelham-se aos obtidos por DAMIANI et al. (2009), que
trabalharam com amostras oriundas do Estado de Minas Gerais. As
substancias majoritarias encontradas, por esses autores, nos OEs da polpa de
pequi, foram as mesmas aqui identificadas nos pequis do referido Estado (MG),
com flutuagdes quanto as concentracdes. Isto pode ser explicado devido as
diferengcas entre as épocas de coleta das amostras (safra anual). Quanto ao
trabalho de MAIA et al. (2008), esses pesquisadores encontraram nos OEs de
pequi, oriundos do Estado do Mato Grosso, 60 substancias. Contudo, a maioria
dos compostos identificados apresentou baixas concentragdes, quando
comparada com o componente majoritario, hexanoato de etila (52,9%). Nesse
estudo, foram identificados dez terpendides, cujas concentragdes totalizam 1%;

entretanto, o B-ocimeno n&o consta nesta lista. Essas divergéncias de
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resultados podem ser justificadas de acordo com as diferencas geograficas e,

possivelmente, genéticas.

2.4.4. ANALISE MULTIVARIADA

Considerando que o volume de dados originados das analises dos 6leos
essenciais contém informacgdes, intrinsecas, de cada populagdo amostrada.
Ainda, que tais informagdes podem denotar uma distribuicdo geografica, devido
as variaveis quimicas (dados), dois tipos de analises exploratérias foram
realizadas: a Analise das Componentes Principais (ACP) e a Analise

Hierarquica por Agrupamento (AHA).

2.4.4.1. Anadlise das Componentes Principais

A ACP foi realizada utilizando uma matriz 18x55. Os objetos (linhas)
constituiram-se das 18 populagdes investigadas. As variaveis (colunas) foram
as informacgdes quimicas da polpa do pequi: concentracdes de oleos essenciais
(base seca); concentragdes das 53 substancias identificadas nos OEs e teores
de umidade. Um total de 14 Componentes Principais (PC) acumulou 99,7% da
variancia total. No entanto, neste estudo, foram consideradas as PC1 e PC3,
como demonstrado na Figura 2.10.

A ACP forneceu informacbes discriminatorias e classificatérias das
amostras. Demonstrando a disposicdo das mesmas, coletadas nos 18
Municipios. A componente principal PC1 contribuiu com 45,3% da variancia
total. Por esta componente pdde-se isolar o grupo de amostras de pequi,
obtidas no Estado do Tocantins (quadrantes “Y” e “W”) ao se verificar que as
mesmas se diferenciam das amostras coletadas nos outros Estados. Ja a PC3,
que explicou 9,0% da variancia total, foi capaz de separar as amostras obtidas
em Minas Gerais (quadrante “Z") das obtidas do Maranh&o (quadrantes “X” e
“Y¥”). A analise das componentes principais, portanto, discriminou as amostras
de pequi, quanto a composicao quimica de seus 6leos essenciais, de acordo
com sua origem geografica.

A Figura 2.11 mostra as influéncias dos pesos das variaveis
consideradas para o estudo (numerados segundo o IK), justificando como

ocorreram a classificagao e discriminagao das amostras.
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FIGURA 2.10. Escores das 18 populagbes amostradas dos Estados do MA,
TO e MG. Considerando as variaveis obtidas, através de

analises nos oOleos essenciais da polpa de pequi.
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FIGURA 2.11. Pesos das variaveis, distribuidas na PCA, codificadas de

acordo com o indice de Kovats.
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2.4.4.2. Analise Hieraquica por Agrupamento

O dendrograma obtido (Figura 2.12) confirma-se a formag¢ado de quatro
agrupamentos.

Verificou-se que as amostras do Maranhao — localizadas no quadrante X
(Figura 2.10), negativo para a PC1 e positivo quanto a PC3 — foram agrupadas
(G1), em funcdo dos maiores teores de: nonano, hexanoato de etila e

butanoato 2-metillbutila

Dendrograma

G1

ARI G2

PIR G3

PEI G4

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
Distancia do Vizinho mais Préximo

FIGURA 2.12. Dendrograma obtido pela AHA dos volateis do pequi.

As amostras de Minas Gerais foram separadas em dois subgrupos,
demonstrando caracteristicas distintas entre os frutos de pequi deste Estado. O
agrupamento G2 — Arinos, Curvelo, Grao Mogol e Japonvar — foi discriminado
pelos teores mais elevados de hexanoato de metila, heptanoato de etila, acido
hexandico e cis-B-ocimeno. Enquanto que as populagées do grupo G3 —
Bocaiuva, Claro dos Pocgdes, Felixlandia, Januaria, Montes Claros, Pirapora,
Salinas e Unai — foram reunidas pelos maiores teores de umidade e de 6leo
essencial, bem como, dos constituintes: 2-metilbutanoato de etila, octanoato de
etila e ésteres etilicos insaturados (but-2-enoato de etila, hex-2-enoato de etila

e oct-2-enoato de etila).
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As duas amostras do Tocantins foram agrupadas (G4) pelos teores de
varias sustancias, tais como: o monoterpeno frans-B-ocimeno; ésteres
isopropilicos, destacando-se o isopentanoato de isopropila e hexanoato de
isopropila; 2-metilbutanoato de isopentila e os ésteres etilicos, derivados de
acidos carboxilicos de cadeia mais longa (Cipa Cye).

Na Figura 2.13, tem-se uma ilustragdo do mapa politico brasileiro,
dividido em Estados da Federacdo, no qual realizou a localizagdo das 18

amostras.

MARANHAO

mBAR
OLH mm GAT

mLAJ

TOCANTINS

B8 G1-Pequis MA
i % G2-Pequis MG
MINAS GERAIS ! @ G3-PequisMG

A G4 - Pequis TO

..................................

FIGURA 2.13. Mapa Politico Brasileiro, dividido em Estados da Federacgao.
Em destaque os estados de Minas Gerais, Maranhdo e
Tocantins, nos quais se encontram agrupadas as 18
populagbes de Caryocar brasiliense — segundo a
concentracdo e composigao quimica de seus Oleos essenciais

— de acordo com a Analise Multivariada (ACP e AHA).
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Nesse mapa, € possivel observar os quatro agrupamentos das amostras
formados, obtidos com a analise multivariada: analise das componentes
principais e analise hierarquica por agrupamentos. Tal fato demonstra que a
referida analise possibilitou a classificagcdo de amostras de pequis, segundo a
composi¢cao quimica de seus Oleos essenciais, como também, agrupa-las de

acordo com a regido produtora.
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2.5. CONCLUSOES

Verificou-se grande variagdo quanto a concentragao de 6leos essenciais
na polpa de Caryocar brasiliense. Os pequis — oriundos dos Municipios
Mineiros (Januaria, Japonvar, Salinas e Montes Claros) e do Municipio
Maranhense (Barra do Corda) — foram os que apresentaram concentragdes
mais elevadas de Oleo essencial. Sugere-se, portanto, que os referidos frutos
apresentam sabor e aroma mais intensos.

Os OEs do pequi sédo principalmente constituidos de ésteres e de -
ocimeno. Os ésteres majoritarios s&o: hexanoato de etila (MA e MG);
hexanoato de isopropila e 2-metilbutanoato de isopentila (TO).

Os ésteres etilicos de cadeia curta conferem aos frutos do pequi um
sabor e aroma doce, frutado-floral, intensificado pelo monoterpeno -ocimeno.
No entanto, a presencga de ésteres de cadeia mais longa, aos quais se atribuem
notas metalicas — em amostras do Estado do TO — sugere que esses pequis
apresentam aroma e sabor menos frutados.

Através da analise multivariada (ACP e AHA) foi possivel classificar os
pequis de acordo com seu local de origem. Tal fato confirma que a composi¢ao
de dleos essenciais sofre influéncias geograficas, ou seja edafoclimaticas, e/ou

genéticas.
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3 . TRIACILGLICERIDIOS DO PEQUI

3.1. INTRODUGAO

Os triacilgliceridios (TAG), também denominados de triacilglicerdis ou
triglicerideos, fazem parte de um grupo de compostos designados lipidios
(ARAUJO, 2004). Os lipidios, no entanto, englobam um conjunto de
substancias, quimicamente diversas, soluveis em solventes organicos. Nos
alimentos, sdo chamados de gorduras, quando sdlidos, ou 6éleos, se liquidos,
correspondendo ao seu estado fisico a uma temperatura ambiente
(MCCLEMENTS & DECKER, 2010). Em alguns casos, os TAGs ainda
costumam ser denominados “Oleos fixos”, visando evitar associagdes com o0s
6leos volateis (essenciais) (CIONI et al., 2005; KOKDIL & YILMAZ, 2005;
SARAIVA et al., 2010; SINGH et al., 2001; ZAOUI et al., 2002). Os TAG sao as
substancias lipidicas mais abundantes em Oleos e gorduras comestiveis,
geralmente na faixa de 95-98% (m/m) (XENAKIS et al., 2010).

Cerca de 80%, dos mais de 100 milhdes de toneladas de Oleos e
gorduras comestiveis, produzidos anualmente em todo o mundo, sé&o
derivados de plantas e recebem a denominacdo de oOleos vegetais. Os dleos
vegetais desempenham importantes papéis funcionais e sensoriais em
alimentos, agindo como portadores de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e
K). Eles também fornecem energia e acidos graxos essenciais, acidos linoléico
e linolénico, responsaveis pelo crescimento. Constituem-se, ainda, em um
importante insumo em industrias alimenticias e um dos principais ingredientes
utilizados para fabricar produtos de Ilimpeza, cosméticos e produtos
farmacéuticos (FASINA et al., 2008;). Adicionalmente, devido a crescente
demanda de energia e consciéncia ambiental, algumas pesquisas tém sido
empreendidas a fim de produzir combustiveis alternativos, provenientes de

fontes renovaveis; tais como, os biocombustiveis, a partir de 6leos vegetais
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(LIN et al., 2011; KOH & GHAZI, 2011; MEKHILEF et al., 2011; MENDOW et
al., 2011; RAMADHAS et al., 2004).

O pequizeiro, Caryocar brasiliense Camb., é uma planta perene, que
pode ser classificada como frutifera ou oleaginosa, em razdo das suas
caracteristicas e maneiras de utilizacdo (OLIVEIRA et al., 2008). Como
oleaginosa, da polpa do fruto é extraido um dleo bastante usado na culinaria
regional (ARAUJO, 1995; RIBEIRO, 2000). E utilizado, ou possui
potencialidades de emprego, na industria cosmética (PIANOVSKI et al., 2008a;
PIANOVSKI et al., 2008b); na industria alimenticia (ARAUJO, 1995; AVIDOS &
FERREIRA, 2000; GARCIA et al., 2007; AQUINO et al., 2009a; AQUINO et al.,
2009b; AQUINO et al., 2011); como produto medicinal (RODRIGUES &
CARVALHO, 2001; FRANCO & BARROS, 2006; MIRANDA-VILELA et al.,
2009); como biocombustivel (ABREU et al., 2004; RAMOS & WILHELM, 2005;
ANTONIOSI-FILHO, 2006; COUTINHO et al., 2009; DEMIRBAS, 2009; LOPES
& STEIDLE NETO, 2011); entre outros. No interior do fruto do pequizeiro,
encontra-se uma améndoa comestivel, também rica em 6leo e pouco explorada
comercialmente (RABELO et al., 2008).

O desenvolvimento do presente trabalhou teve por objetivos:

¢ Determinar a concentragao de triacilgliceridios da polpa e
améndoa do pequi, Caryocar brasiliense Camb..

e Determinar a composigao quimica dos triacilgliceridios da polpa
do pequi, em amostras coletadas em 18 municipios do bioma
Cerrado, abrangendo trés Estados da Federagdo (MA, MG e TO).

e Verificar, fazendo uso de analise multivariada, reconhecimento de
padrdes classificadores dessas amostras; segundo as respectivas
concentragdes das substancias constituintes (acidos graxos) da
polpa de pequi, nas 18 populagcbes amostradas.

¢ Identificar populagcdes de pequi que apresentam quimidtipos
superiores, no que se refere a qualidade e a quantidade de seus

constituintes graxos.
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3.2. REVISAO DE LITERATURA

3.2.1. LIPIDIOS:
— Conceito e Classificagao —

Os lipidos sdo compostos organicos, essenciais para a estrutura e
funcdo das células vivas. Englobam uma grande variedade de substancias,
caracterizadas pela predominancia de moléculas nao-polares. A diversidade
em caracteristicas estruturais, juntamente com as distintas afinidades,
hidrofébicas ou hidrofilicas, sdo os parametros utilizados para a divisao dos
lipidios em categorias. Uma classificagao tradicional e abrangente baseia-se na
divisdo em lipidios com fragbes saponificaveis (lipidios acila) e nao-
saponificaveis. Os compostos saponificaveis sao derivados dos acidos graxos
e compreendem, princilpalmente: os mono-, di- e triacilgliceridios; os
fosfolipidios; os glicolipidios; as ceras e os ésteres de esterol. A porcao acila
tem uma forte influéncia sobre a hidrofobicidade e reatividade destes
compostos. Os lipidios insaponificaveis compreendem: os isoprendides
(carotendides, terpendides, esteroides) e os tocoferdis (TRANCHIDA et al.,
2007). Entretanto, segundo CHRISTIE (1982), em uma definicdo mais
especifica, lipidios sao os acidos graxos e seus derivados (ésteres ou amidas)

e compostos biossinteticamente relacionados aos acidos graxos.

3.2.2. ACIDOS GRAXOS:
— Caracteristicas Quimicas e Nomenclatura —

As plantas, os animais e o0s microrganismos (fungos e bactérias)
produzem acidos graxos a partir de acetil-SCoA e malonil-SCoA, ou seja, rota
biossintética do acetato-malonato (HARWOOD, 1996; MAGNUSON et al. 1993;
THELEN & OHLROGGE, 2002; VLAEMINCK et al., 2006; WHITE et al., 2005).
No entanto, a maioria dos acidos graxos (AG), de ocorréncia natural em
plantas, possui um numero par de carbonos e cadeia linear, devido ao
processo biolégico de alongamento da cadeia, no qual dois carbonos séao
adicionados a cada vez. Em geral, apresentam entre 12 e 22 carbonos, com 1
a 3 duplas ligagdes, na configuracao cis (THELEN & OHLROGGE, 2002).
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Aos acidos graxos sao atribuidas nomenclaturas sistematica, comum e
abreviadas (CHRISTIE, 1982; MCCLEMENTS & DECKER, 2010). Muitos dos
nomes comuns originaram-se da fonte da qual o acido graxo foi isolado
inicialmente. O nome usual foi empregado antes de ser conhecida a estrutura
quimica de um acido e refere-se a origem natural (VISENTAINER & FRANCO,
2006). O acido palmitico (acido hexadecandico) foi primeiramente encontrado
no oleo de palma, Elaeis guineensis (HENDERSON & OSBORNE, 2000);
assim, como o nome oléico (acido octadec-9-endico), deriva-se do azeite de
oliva, obtido da oliveira, Olea europaea L. (LOPEZ-HUERTAS, 2010).

Um sistema numérico pode ser utilizado para a abreviatura dos nomes.
O primeiro numero, nesse sistema, designa o numero de carbonos, enquanto
que o segundo, o numero de duplas ligagées. A posicdo da primeira dupla
ligacdo € numerada por A (delta), de acordo com a numeragao IUPAC. Deve-se
destacar que em acidos graxos polinsaturados, as duplas ligagbes nao estao
conjugadas, mas separadas por um carbono metilénico. Isso significa que as
ligacbes duplas estdo afastadas por trés carbonos. Desse modo, € possivel
prever a posicao de todas as ligagbes duplas, na maioria dos acidos graxos
insaturados de ocorréncia natural, se a localizagao da primeira ligagcao dupla for
conhecida (MCCLEMENTS & DECKER, 2010; ORDONEZ, 2005).
Adicionalmente, a posicdo da ligagdo dupla pode ser indicada através da
expressao (n — x), onde x € o numero de atomos de carbono que ha desde a
ultima ligacao dupla ao grupo metila terminal. Anteriormente essa nomenclatura
era denominada w (émega) (CHRISTIE,1982).

Na Tabela 3.1 sdo apresentados alguns acidos graxos, comumente
encontrados em 6leos alimenticios, seguidos de seus nomes sistematicos
(IUPAC), bem como suas nomenclaturas alternativas, porém, bastante
empregada e, as vezes, preferidas.

Acima de 99% dos AG encontrados em plantas e animais sao
esterificados com o glicerol, dando origem a um grupo de composto
denominados de triacilgliceridios. Os AG livres ndo sao comuns em tecidos
vivos, pois apresentam citotoxicidade devido a sua capacidade de romper a
organizagdo da membrana celular. Quando esterificados com o glicerol, sua
atividade e toxidez diminuem (MCCLEMENTS & DECKER, 2010).
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TABELA 3.1.

Nomes sistematicos, comuns e numéricos dos acidos graxos

naturalmente encontrados em alimentos de origem vegetal e

animal

Acidos Graxos Saturados

Nome Sistematico (acido)

Nome Comum

Abreviagdo Numérica

dodecandico
tetradecandico
hexadecanodico
octadecandico
eicosandico

laurico
miristico
palmitico
estearico
araquidico

12:0
14:0
16:0
18:0
20:0

Acidos Graxos In

saturados

Nome Sistematico (acido)

Nome Comum

Abreviacoes Numeéricas

tetradec-9-endico miristoléico 14:1 A° 14:1 (n-5); w 5
hexadec-9-endico palmitoléico 16:1 A° 16:1 (n-7);, w7
octadec-9-endico oléico 18:1 A° 18:1 (n-9); w 9
octadec-9,12-diendico linoléico 18:2 A° 18:2 (n-6); w 6
octadec-9,12,15-triendico linolénico 18:3 A° 18:3 (n-3); w 3
icos-5,8,11,14-tetraendico araquidénico 20:4 A° 20:4 (n-6); w 6

3.2.3. TRIACILGLICERIDIOS
— Caracteristicas Quimicas, Nomenclatura e Importancia —

Os triacilgliceridios (TAG) s&o estruturalmente constituidos por uma

molécula de glicerol esterificada a trés moléculas de acidos graxos (Figura 3.1).

Podem ser produzidos artificialmente pela reacdo entre o propano-1,2,3-triol

(glicerol) e acidos graxos (Figura 3.2). Os acidos graxos contribuem com

94—96% da massa total de uma molécula de triacilglicerideo (GUNER et al.,
2006; MU & HOY, 2004; XENAKIS et al., 2010).

RZ_

0
I
HzC_O_C_R1
0 I
Il
C—O0—CH
0
| Il
H,C—O0—C—R;

FIGURA 3.1.

Estrutura geral de uma molécula de triacilgliceridio.

Onde: R4, Rz e R3 sdo grupos alquilas.
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CH,— OH CH,—0—CO—R
| |

A
CH—OH + 3RCOOH — CH—O0—CO—R
| l
CH,— OH CH,—0—CO—R

FIGURA 3.2. Esquema geral de uma reagcdo de sintese de
triacilgliceridios.

Sendo R é um grupo alquila e A = calor.

Os TAGs podem ser nomeados por varios sistemas diferentes. Em geral,
sua nomenclatura se baseia nos nomes comuns atribuidos aos acidos graxos,
constituintes (MARTINEZ-FORCE et al., 2004). A Tabela 3.2 exemplifica

algumas nomenclaturas empregadas para as moléculas de TAG.

TABELA 3.2. Alguns exemplos de nomenclatura dos triacilgliceridios

TAG homogéneos: constituidos de trés acidos graxos iguais

Por exemplo: [ acido esteérico (St)

Nomenclaturas Comuns Nomenclaturas Abreviadas
triestearoil glicerol StStSt

triestearina 18:0-18:0-18:0
glicerol-triestearato

TAG heterogéneos: constituidos de diferentes acidos graxos

Por exemplo: | palmitico (P), oléico (O) e estearico (St)

localizacéo estereoespecifica ndo identificada

Nomenclaturas Comuns Nomenclaturas Abreviadas
palmitoil-oleoil-estearoil glicerol POSt

palmito-oleo-estearina 16:0-18:1-18:0
glicerol-palmito-oleo-estearato

As bactérias, os fungos e leveduras, as plantas e os animais tém a
capacidade de sintetizar triacilgliceridios; uma fungdo necessaria ao
metabolismo destes seja em periodos de excesso ou de estresse nutricional.
Em organismos eucariontes, os TAG s&o reservas de energia, fonte de acidos

graxos essenciais (linoléico, linolénico e araquiddnico) e precursores para a
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biossintese de fosfolipidios (COLEMAN & LEE, 2004; SMIT et al., 2004); como
também, de prostaglandinas, com seus efeitos sobre a inflamagédo e outros
estados patologicos (CHRISTIE, 2010).

Deve-se ainda destacar, que os TAG, principalmente a partir de fontes
vegetais, também sdo matérias-primas extremamente importantes para as
industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica (FUCHS et al., 2011;
GHOTRA et al., 2002; SATO, 2001). Portanto, métodos que permitam a sua

rapida analise sdo de grande relevancia.

3.2.4. ANALISE DE TRIACILGLICERIDIOS

O procedimento analitico para a determinagcdo de triacilgliceridios
envolve trés etapas: extracao, quantificacdo e identificagcdo. A extragao envolve
o0 uso de solventes e um sistema extrator, enquanto que as etapas de
quantificacdo e identificacdo podem ser realizadas através do emprego da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CARRASCO-
PANCORBO et al., 2009).

3.2.4.1. Métodos de Extragao

Independente de qual seja a metodologia empregada, na analise de
triacilgliceridios; a primeira etapa, normalmente, € a extragcdo. Apesar de
parecer trivial, esse € um ponto muito importante, uma vez que os TAG nao
sao extraidos com facilidade, pois os mesmos encontram-se no interior dos
tecidos do material bioldgico original e, as vezes, associados a outras
substancias (FUCHS et al., 2011).

A extracdo de TAG de materiais vegetais € geralmente realizada com
solventes, tais como éter etilico, éter de petrdleo e hexano, seguida da
remocao destes solventes por evaporagao ou destilagdo. O residuo obtido nao
€ unicamente constituido de TAG, mas por todos os compostos, que nas
condi¢cbes empregadas, possam ser extraidos pelo solvente. Estes conjuntos
incluem os acidos graxos livres, os ésteres de acidos graxos (mono e
diglicerideos), as lecitinas, as ceras, os carotendides, a clorofila e outros

pigmentos, além dos esterdis, fosfatidios, vitaminas lipossoluveis, Oleos

126



essenciais; mas em quantidades relativamente pequenas, que ndao chegam a
representar uma diferenca significativa na determinacéo de TAG (IAL, 2008).

Além do emprego de solventes alguns equipamentos tém sido utilizados
como instrumentos de extragdo da matéria graxa, ou seja, de triacilgliceridios
de amostras solidas. Em 1879, foi desenvolvido por Frans Von Soxhlet, um
equipamento que recebeu a denominagdo de Extrator tipo Soxhlet (Figura
3.3). A extracdo, nesse equipamento, inicia ao se introduzir a amostra num
papel de filtro (forma cilindrica), dentro do Soxhlet. O solvente é aquecido num
baldo de fundo redondo, originando vapor. O vapor, proveniente do solvente,
passa para o condensador onde é resfriado, passando ao estado liquido e
enchendo o receptaculo extrator, até atingir o nivel do tubo lateral. Ao longo do
tempo, o solvente lixivia os compostos soluveis presentes na amostra e apds
varios ciclos obtém-se o extrato final. Essa técnica apresenta algumas
vantagens atrativas. O sistema permanece a uma temperatura relativamente
elevada por efeito do calor aplicado no baldo de destilacdo, o que melhora a
eficiéncia da extragcdo. Nao é necessario filtrar o extrato, apos a lixiviagdo da
amostra. Pode ser considerada uma metodologia simples, que requer pouco
treinamento; permite varias extragdes simultdneas em paralelo, que sao
facilitadas pelo baixo custo relativo do equipamento basico. Algumas das
desvantagens do uso do Soxhlet referem-se ao longo tempo necessario para a
extragdo, como também, seu sistema extrator apresenta dificuldades de
automatizacdo, entre outras (CASTRO & PRIEGO-CAPOTE, 2010; LUQUE-
GARCIA & CASTRO, 2004).

Uma melhoria no sistema de extragao com base no Soxhlet € o Soxtec,
que foi desenvolvido na década de 1970 e comercializado a partir de 1982
(SPORRING et al., 2005). O Soxtec é um equipamento, automatico ou semi-
automatico, que envolve trés etapas. Inicialmente, um cartucho contendo a
matriz oleaginosa € imerso no solvente, em ebuligdo. Apds determinado tempo
(1 a 2 h), o cartucho é entao levantado para que o refluxo do solvente possa
lavar os ultimos vestigios de 6leo. A etapa seguinte consiste na concentragao
da amostra no proprio extrator. Essa metodologia também é de facil
operacionalizacao, apresentando como principal vantagem o menor tempo de
extragdo, bem como um menor consumo de solvente (KHAN et al., 2005;

MORRISON, 1990). Além disso, o Soxtec melhora a eficiéncia de extracéo de
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analitos fortemente vinculados a matriz sdlida, pois a transferéncia destes para
a parte liquida (solvente) é, altamente, favorecida durante a fase de ebulicéo.
No geral, a eficiéncia de extragdo € equivalente ao obtido com o Soxhlet
convencional (CASTRO & GARCIA-AYUSO, 1998). A Figura 3.4 ilustra o

esquema de extracdo, em trés etapas, em um extrator tipo Soxtec.

condensador

frasco
extrator

amostra

baldo com
solvente

+— fonte de calor

FIGURA 3.3. Extrator tipo Soxhlet.

3.2.4.2. Andlise Espectroscépica no Infravermelho Médio

A espectroscopia no infravermelho médio (EIVM) é uma técnica analitica
adaptada para o estudo de compostos orgénicos. Os modos vibracionais
caracteristicos de cada grupo funcional ddo origem a bandas no espectro de
infravermelho, em frequéncias especificas. A interpretacdo dos espectros é

realizada por meio da correlacdo dessas bandas de absorcdo com seus
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respectivos grupos funcionais, possibilitando a caracterizagdo da amostra em
questao (BARBOSA, 2007; BARTH, 2007).

FIGURA 3.4. Esquema de um sistema de extracdo de matéria graxa em

equipamento tipo Soxtec.

A EIVM é adequada para a analise de 6leos comestiveis. E considerada
uma técnica analitica rapida e de facil uso, pois ndo é necessario tratamento
prévio da amostra (PINTO et al., 2010; WILSON & TAPP, 1999). Tem sido
comumente empregada em anadlise de O6leos vegetais para identificar os
diferentes grupos funcionais (AHMED et al., 2005; SHERAZI et al., 2009); para
detectar adulteracées (GURDENIZ & OZEN, 2009; ROHMAN & MAN, 2010);
para monitorar processos oxidativos e outras reacbes de degradacao
(GUILLEN & CABO, 2002); para discriminar amostras de diferentes regides
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produtoras (TAPP et al., 2003) e de diferentes origens botanicas (YANG et al.,
2005), entre outras.

3.2.4.3. Derivatizagao

A derivatizagdo do analito € empregada em muitas metodologias que
utiizam a andlise cromatografica em fase gasosa (CG) como etapa
determinante. A derivatizacdo aumenta a volatilidade do analito, melhora as
caracteristicas cromatograficas de uma substéncia, diminuindo a sua
polaridade e/ou aumenta a sensibilidade de deteccdo do analito em questao.
Sem a disponibilidade de um arsenal de reagentes de derivatizagcéo
adequados; a aplicabilidade da cromatografia em fase gasosa, em quimica
analitica, seria drasticamente reduzida (WELLS, 1999).

Antes dos TAG serem analisados por CG, é necessario converté-los
para derivados nao polares de baixa massa molecular, tais como os ésteres
metilicos. A preparacdo de ésteres metilicos, derivados de TAG é uma das
reagcbes mais comuns realizadas por analistas de lipidios (CHRISTIE, 1993).
Uma metodologia, comumente, utilizada é a transesterificagcdo ou alcodlise; que
pode ser definida como a reacéo entre um d6leo vegetal (ou gordura animal) e
um alcool, geralmente o metanol, para formar ésteres e glicerol. Uma vez que
essa reacgao € reversivel, alcool em excesso é usado para deslocar o equilibrio
para a formacao dos produtos (HELWANI et al., 2009; SINGH & SINGH, 2010;
LEUNG et al., 2010). Na Figura 3.5 tem-se um esquema geral de uma reagao

de transesterificacao.

0o
Il
ﬁ H3C - 0 - C - R1
CH,—0—C—R, o CH,— OH
| ﬁ 3 KOH/ MeOH T |
CH—0—C—R, "M — Hec_o0-Cc—R, + cH—oH
| 0 0 |
I I CH,— OH
CH,—0—C—R; H,C—0—C—R,
FIGURA 3.5. Esquema geral de uma reacgéao de transesterificagao.

Onde: R4, Rz e R3 sdo grupos alquilas e A = calor.
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3.2.4.4.Cromatografia Gasosa / Espectrometria de Massas

O desenvolvimento inicial da cromatografia gasosa esta extremamente
interigado com a analise de lipidios. Esta técnica de separagdo superou, no
decorrer dos anos, outras técnicas, especialmente com relacdo ao perfil de
acidos graxos nas moléculas de triacilgliceridios; podendo ser considerada
como a principal responsavel pelo conhecimento da composi¢cao dos lipidios
nos ultimos anos (VISENTAINER & FRANCO, 2006).

Na década de 1970, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) surgiu como uma ferramenta para a identificacdo
estrutural de lipidios. Assim, tornaram-se disponiveis bases de dados
(bibliotecas), contendo informagdes estruturais de ésteres metilicos, obtidos de
acidos graxos (CARRASCO-PANCORBO et al., 2009).

A maioria das aplicagbes de CG-EM utiliza cromatografia gasosa com
um detector de massas quadrupolo e ionizagdo por impacto de elétrons
(RAGUNATHAN et al., 1999). Nessa técnica, os compostos orgéanicos na fase
de vapor sdo bombardeados por elétrons e formam-se ions carregados
positivamente, os quais se fragmentam de diferentes maneiras, formando
entidades menores ionizadas. Estes ions s&o propelidos através de um campo
magnético intenso e sado separados de acordo com a relagdo massa e carga
(m/z). Os ions sao coletados em sequéncia, ou seja, de acordo com o0 aumento
gradativo da relagdo massal/carga, em um sistema de detec¢do adequado e
sdo apresentados como picos em um grafico (espectro). Ao maior pico, ou pico
base, no espectro é dado, arbritariamente o valor de 100 e a intensidade dos
demais sao normalizadas de acordo com este valor, para que os dados
possam ser apresentados de uma maneira uniforme. O ion com maior valor
m/z é, as vezes, 0 mesmo da molécula original ionizada e € denominado o pico
do ion molecular. Com instrumentos de alta resolugdo, as massas de cada ions
individualmente podem ser medidas com precisao para se determinar a férmula
molecular do composto (CHRISTIE, 2011a; MILLER, 2005).

A CG-EM é uma das técnicas de analise mais utilizadas. Isso se deve a
excelente informacdo qualitativa obtida e a alta sensibilidade inerente a
espectrometria de massas. Embora essa técnica tem sido usada para fins
qualitativos; pode-se ainda emprega-la, com objetivos quantitativos
(RAGUNATHAN et al., 1999).

131



No espectro de massas de ésteres de acidos carboxilicos alifaticos de
cadeia abertas; tais como, os ésteres metilicos de acidos graxos; comumente,
observa-se o0 pico do ion molecular de intensidade apreciavel. Quando esses
ésteres sao derivados de &acidos graxos de cadeia saturada, o pico mais
intenso e caracteristico € devido ao rearranjo de McLafferty, com quebra da
ligacao 8 em relagao ao grupo C=0 (Figura 3.6). Assim, o éster metilico de um
acido alifatico, saturado, ndo ramificado; no carbono a produz um pico intenso
(pico base) m/z 74 (SILVERSTEIN et al., 2007).

+OH
I
CH50C—CH,

FIGURA 3.6. Esquema do processo de fragmentagdo de ésteres metilicos de
acidos graxos, evidenciando o fragmento oriundo do Rearranjo de

McLafferty (m/z = 74). Em que R = grupo alquil.

Entretanto, os espectros de massas, por impacto de elétrons, para
ésteres metilicos derivados de acidos monoinsaturados sdo mais informativos.
O pico do ion molecular é claramente visivel, como também os picos [M-32]",
que representa a perda do metanol, e [M-74]", que representa a perda do ion
resultante do rearranjo de McLafferty. Neste caso, o pico base €, normalmente,
m/z = 55 [C4H7]". Também, algumas caracteristicas sd0 comuns nos espectros
de massas a partir de ésteres de acidos graxos diendicos. O ion molecular é
faciimente identificado. ions de hidrocarboneto de formula geral [ChH2n.s]®
dominam a faixa de baixa massa [m/z = 67, 81, 95, 109, 123 etc.] (HALLGREN
et al., 1959).
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3.2.5. OLEO DE PEQUI

3.2.5.1. Importancia, Uso e Potencialidades

Tanto da polpa, como da améndoa, dos frutos do pequi sdo extraidos
um oleo que tem demonstrado grande versatilidade quanto ao seu emprego;
que vao desde a alimentagéo até a industria cosmética (ARAUJO, 1995).

Na culinaria regional € muito utilizado na composigao de variados pratos
(LIMA et al., 2007). A extracdo do o6leo da polpa de pequi € geralmente
realizada artesanalmente, submetendo a polpa do fruto a um cozimento
intensivo com agua e separando o Oleo sobrenadante (FACIOLLI &
GONCALVES, 2008). Entretanto, algumas pesquisas tém sido empreendidas
com o objetivo de viabilizar esse processo, industrialmente (GARCIA et al.,
2007; GONGCALVES, 2007; AQUINO et al., 2009a; AQUINO et al., 2009b;
MARIANO et al., 2009; AQUINO et al., 2011).

A medicina popular tem atribuido, ao 6leo de pequi, propriedades
curativas (RODRIGUES & CARVALHO, 2001; MENDES & CARLINI). Esse
valor terapéutico vem sendo pesquisado e alguns experimentos cientificos
atestam sua real eficacia. Nesse sentido, deve-se mencionar os estudos de
MIRANDA-VILELA et al. (2009) que conferiram ao oleo de pequi (C.
brasiliense) efeitos anti-inflamatérios e redutores de colesterol. E, ainda, digno
de nota citar pesquisas sobre propriedades medicinais do 6leo de pequi, obtido
de outra espécie (Caryocar coriaceum), que apresentou propriedades
cicatrizantes de feridas e atividade anti-inflamatoria tépica (OLIVEIRA et al.,
2010; BATISTA et al., 2010). Nesse sentido, SARAIVA et al. (2010) concluiram
que o oleo fixo da polpa do pequi € um potencial medicamento herbal a ser
empregado no tratamento de doencas inflamatdrias da pele. Outros estudos
evidenciaram que o Oleo fixo de pequi (C. coriaceum) apresenta atividade
gastroprotetora; justificando seu uso, na medicinal popular, para o tratamento
de feridas e ulceras gastricas (QUIRINO et al., 2009).

Segundo alguns pesquisadores o 6leo de pequi apresenta, também,
potencialidades de uso para a producdo de biocombustiveis e lubrificantes
(ABREU et al., 2004; ANTONIOSI-FILHO, 2006; COUTINHO et al., 2009;
DEMIRBAS, 2009; LOPES & STEIDLE NETO, 2011; RAMOS & WILHELM,
2005).
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A aplicabilidade cosmetolédgica do 6leo de pequi em formulagdes tépicas,
também, tem sido objeto de estudo. Para tal, pode-se citar os trabalhos de
PIANOVSKI et al. (2008a; 2008b).

3.2.5.2. Composigao de Triacilgliceridios no Oleo de Pequi

Provavelmente devido a importancia econémica do Caryocar brasiliense
e a classificacdo agronémica da espécie como oleaginosa, o teor de 6leo e a
composicao triacilgliceridica da polpa e da améndoa do pequi tém sido de
interesse, ao longo dos anos, pelos pesquisadores. O trabalho de HANDRO &
BARRADAS (1971), citado em ARAUJO (1995) &, possivelmente, o primeiro
relato nesse sentido; inclusive, ja empregando técnicas analiticas envolvendo a
cromatografia gasosa.

Com base na matéria seca, foram encontrados, aproximadamente, 57%
de ¢leo, tanto na polpa como na améndoa do C. brasiliense (LIMA et al.,
2007). Ainda, em um trabalho mais recente, identificou-se teores de lipidios, na
améndoa do pequi, em torno de 52% (SOUSA et al., 2011).

De acordo com FACIOLI & GONCALVES (1998), a composigao
triacilgliceridica do 6leo de sua polpa €, na sua maior parte, constituida por
acido oléico (53,9%) e acido palmitico (40,2%). Em uma investigagcéo posterior
(GARCIA et al., 2007), foram obtidos os seguintes resultados: acido oléico
(54,0%), acido palmitico (41,1%), acido miristico (0,2%), acido palmitoléico
(0,5%), acido estearico (1,9%), acido vacénico (0,3%), acido linoléico (0,9%),
acido araquidénico (0,2%), acido gadoléico (0,7%) e acido eicos-11-endico
(0,2%). No entanto, em estudos envolvendo cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem, com ionizagdo por electrospray,
revelaram a composicao triacilgliceridica no 6leo da polpa do pequi. Nesse
trabalho, os acidos graxos majoritarios foram palmitico (44,2%) e oléico
(51,7%). Enquanto que as principais moléculas de triacilgliceridios identificadas
foram: trioleil glicerol (5,6%), palmitoil dioleil glicerol (46,6%), dioleil estearoil
glicerol (0,52%) e dipalmitoil oleil glicerol (45,2%); representando,
aproximadamente, 97,4% do total de TAG (SEGALL et al, 2006).
Adicionalmente, MIRANDA-VILELA & GRISOLIA (2009), utilizando
espectroscopia de RMN, encontraram como componentes principais do extrato

hexanico da polpa de C. brasiliense (6leo de pequi), apdés derivatizagao e
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obtencao de ésteres metilicos (reacdo de esterificagdo: BF; — metanol), os
ésteres de acidos graxos saturados (palmitato = 41%) e insaturados (oleato =
54%).

Desses estudos, embora ocorram algumas divergéncias, pode-se
verificar que os pesquisadores sao praticamente unanimes no fato de que os
acidos graxos majoritarios nos TAG, da polpa e da améndoa do pequi, sdo o
palmitico e o oléico.
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3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. MATERIAL VEGETAL

As coletas das amostras foram realizadas nos Estados do Maranhdo,
Minas Gerais e Tocantins. Foram coletadas amostras de 18 populacdes, entre
os meses de dezembro de 2009 e janeiro de 2010.

A escolha dos locais de coleta foi, prioritariamente, o Estado de Minas
Gerais, o qual tem o Bioma Cerrado equivalente a 57% do total da area
ocupada pelas demais vegetacdes (41% Mata Atlantica e 2% Caatinga), que
corresponde a 16% de todo o Cerrado Nacional (IBGE, 2004). As aquisi¢cdes
das amostras, em Minas Gerais (12 populagbes), abrangeram: a Regi&do
Central (Curvelo e Felixlandia); a Regido do Noroeste de Minas (Arinos e Unai)
e a Regidao do Norte de Minas (Bocaiuva, Claro dos Pog¢des, Grao Mogol,
Januaria, Japonvar, Montes Claros, Pirapora e Salinas) — fronteirica ao Bioma
Caatinga. A distancia aproximada entre os municipios foi em torno de 100 km.

A selecao dos demais locais de aquisicdo de amostras, Estados do
Maranhao e do Tocantins, levou-se em conta a representatividade, no que diz
respeito ao Bioma Cerrado; ou seja, 65% e 91% do total da area ocupada pelas
vegetacgdes e 11% e 12% de todo Cerrado Nacional, respectivamente (IBGE,
2004); como também as, provaveis, diferengas geograficas. Deve-se destacar
que o Cerrado do Estado do Maranhao situa-se em regido de fronteira com a
Floresta Amazénica.

A coleta dos frutos, apds queda natural, foi realizada nos Municipios, em
areas com pouca interferéncia antrépicas, em horarios matutinos. Apods a
coleta, os frutos foram acondicionados em caixas térmicas com gelo e
transportados para o Departamento de Quimica (DEQ) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), onde foram armazenados, com a casca, em freezer a
temperatura de congelamento de -18 °C até que se procedessem as analises.
De maneira aleatoria dividiu-se as amostras em trés lotes: dois lotes de * 4 kg,
analise de carotendides (Capitulo 1) e de dleos fixos e um lote com = 12 kg,

analise de oleos essenciais (Capitulo 2). Testemunhas de cada uma das
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populagdes foram herborizadas (exsicata e carpoteca) e incorporadas ao

acervo do Herbario VIC do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da UFV.

As populacdes e os detalhes de coleta estdo sumarizados na Tabela 3.3.

TABELA 3.3. Populagbes de Caryocar brasiliense, cédigo das amostras, data

da coleta dos frutos, dados geograficos* e Registro no Herbario

DBV/UFV

Data Coleta Ndmero

Estado Cidade Cédigo Latitude | Longitude
(més/ano) Registro
Barra do Corda BAR 01/2010 | 05°37'30"| 45°07°30" | VIC32272
Grajal (Gato Preto) GAT | 01/2010 |05°52'30”| 46°07'30" | v|C32271

MA (o] L] 2] 0, 3 ”
Grajaul (olhos DAgua) OLH | 01/2010 |05752'30" 467°07°30" | vIC32273
Lajeado Novo MOP | 01/2010 |06°07'30"| 47°07'30" | vIC32270
Arinos ARI 12/2009 | 15°56'15”| 46°03'45” | VIC34071
Bocailva BOI 12/2009 | 17°03'45"| 43°48'45” | \/|C34077
Claro dos Pocgdes CLA 01/2010 | 17°03'45"| 44°11'15” | vIC34082
Curvelo CUR | 01/2009 | 18°48'45"| 44°26'15” | \/1C34079
Felixlandia FEX 01/2010 | 18°48'45"| 44°56'15” | \/|C34080
MG Grao Mogol GRA | 01/2010 | 16°33'45”| 42°56'15" | \/|c34073
Januaria JAN 12/2009 | 15°26'15”| 44°18'45” | v/iC 31602
Japonvar JAP | 12/2009 | 15°56'15"| 44°18'45" | viC 31601
Montes Claros MOC | 01/2010 | 16°41'15"| 43°48'45" | \|C34081
Pirapora PIR 01/2010 | 17°18'45”| 44°56’15” | VIC34072
Salinas SAL 01/2010 | 16°11°15”| 42°18'45” | VIC33269
Unai UNA 01/2010 | 16°18'45”| 46°56'15” | VIC34076
TO Parana PAR 12/2009 | 12°37°30”| 47°52'30” | VIC34078
Peixe PEI 12/2009 | 12°07°30”| 48°37°30” | VIC34075

* Dados obtidos através de http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br; em 12/08/2010.

compreendeu

as etapas de extragao,
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3.3.2. ANALISE DE TRIACILGLICERIDIOS NO PEQUI

A andlise de triacilgliceridios no 6leo fixo da polpa do pequi

identificacédo e



quantificacao, tanto do teor de 6leo como da composig¢ao deste, para cada uma
das 18 populagdes investigadas, em triplicata.

Quanto as améndoas, foram selecionadas seis populacdes, dentre as 18
populacdes amostradas; sendo duas representantes de cada Estado. A analise
consistiu na extracado do 6leo fixo (TAG) das améndoas, de cada uma das seis
populagdes selecionadas, seguido de sua quantificagcdo, por gravimetria;
também, em triplicata.

Os procedimentos analiticos foram realizados no Laboratério de Analise
e Sintese de Agroquimicos — LASA, do Departamento de Quimica da UFV.
Realizaram-se as analises utilizando a ordem de aquisi¢ao das amostras, com
0 objetivo de que as mesmas estivessem em condi¢gbes semelhantes, no que
se refere ao menor tempo possivel de congelamento.

Os reagentes utilizados nas etapas de extracdo dos lipidios e
subsequentes reacdes de derivatizacdo foram de grau analitico PA (VETEC
Quimica Fina Ltda.). Nas analises cromatograficas, empregou-se solvente (fase
movel) de grau cromatografico (TEDIA-USA). Os padrdes de ésteres metilicos
usados foram da marca Sigma-Aldrich (99,9% de pureza). Todos os
procedimentos analiticos foram realizados em ftriplicata e os resultados,
expressos de acordo com a média aritmética destes, seguidos de seu desvio

padrao.

3.3.2.1. Preparo das Amostras — Obtencao da Polpa e Améndoa

Para se proceder as analises foi necessario, o descongelamento dos
frutos, seguido do despolpamento dos pirénios, apds a eliminagdo da casca
(exocarpo). Tanto a retirada da casca, quanto o despolpamento foram
realizados, manualmente, com o uso de luvas de latex, empregando-se, para
tal, facas afiadas de ago-inoxidavel.

No que se refere a obtencdo das améndoas, Apds o despolpamento dos
pirénios, estes foram colocados para secar, em bandejas plasticas, a
temperatura ambiente por 48 horas. Procedeu-se a extragdo da améndoa do
interior da semente (pirénio), apos sua quebra ao meio, com o auxilio de pinga

de aco-inox.
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3.3.2.2. Extracao dos Triacilgliceridios

A. Preparo das Amostras:

As amostras de polpa e de améndoa obtidas foram trituradas em mini
processador de alimentos (modelo HC31; marca Black & Decker). Dividiram-se
as amostras trituradas e homogeneizadas em trés porgbes de
aproximadamente 5,000 g (analises em triplicata). Cada porcado foi
acondicionada em cartuchos de celulose 30 x 80 mm (diédmetro interno e altura)
e levadas a estufa a 105 °C, durante 3 h. Apds transcorrido esse tempo as

amostras foram resfriadas em dessecador e submetidas a extragao.

B. Sistema de Extracao:

A extracdo foi realizada em um equipamento (extrator tipo Soxtec —
Figura 3.7); sendo o hexano, empregado como solvente. A agua de
alimentagdo dos condensadores era resfriada e mantida a 10 °C, em banho
termocriostatico, equipado com bomba de vazdo 6 L min’ (marca
MicroQuimica, modelo MQBTC99-20). Depois de transcorrido o tempo
necessario para a extracdo de lipidios, os extratos eram concentrados
(eliminacao do solvente) e se procedia a determinacdo da massa de cada 6leo,

em balanga analitica (Bel Engineering — Mark 150A).

recipiente
c/ solvente

—
o
=3
-
L1
Q
L1
L4
=)
o
-

controlador de temperatura :

FIGURA 3.7. Extrator de matéria graxa (oito conjuntos), continuo por

imerséo a quente; marca Marconi, modelo MA 491.
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C. Estudo do Tempo de Extracio:

Como objetivo de determinar o tempo necessario para a extragcao de
lipidios em cada uma das diferentes amostras (polpa e améndoa de pequi);
realizou-se um estudo prévio do tempo 6timo de extragdo, no sistema proposto
(extrator tipo Soxtec - hexano). Esse estudo baseou-se no trabalho de
SILVERIO et al. (2006) e consistiu na extracdo dos lipidios das amostras, polpa
e améndoa, em intervalos de 1 hora. As massas dos Oleos extraidos, a cada
tempo, foram determinadas gravimetricamente. A extragdo foi interrompida
quando se verificou a quase inexisténcia de residuos de extracdo. Para tal foi
escolhida uma populagcdo de cada um dos trés Estados investigados e esse

experimento foi conduzido em triplicata.

D. Determinacéo do Teor de Oleo:

Apos se determinar o tempo de extracao de lipidios para as amostras de
pequi, realizou-se a extracdo de 6leo da polpa nas 18 populagdes amostradas.
Os rendimentos foram expressos em relacdo a massa de matéria seca.
Determinou-se, entdo, a umidade da polpa e da améndoa do pequi, através da
secagem de trés aliquotas de aproximadamente 2,000 g, pelo método padréo
da estufa 105 =3 °C, durante 24 horas, de acordo com IAL (2008).

3.3.2.3. Analise no Infravermelho Médio

Os extratos hexanicos (6leo da polpa e améndoa do pequi) foram
submetidos a analise por espectroscopia no infravermelho, em um
equipamento VARIAN 660-IR; dotado de acessoério para espectroscopia de
reflectancia total atenuada modelo gladiATR, marca PIKE Technologies; na
regido de 4000 a 500 cm™.

3.3.2.4. Derivatizagao
Visando analisar os AG componentes dos TAG do dleo da polpa do pequi,
por CG-EM, foram obtidos seus respectivos ésteres metilicos. A metodologia de
preparo destes derivados foi a descrita em JHAM et al. (1982), com algumas
modificagdes. A primeira etapa consistiu na hidrolise dos triacilgliceridios, em que
se tomou 10,00 mg do extrato hexanico e acondicionou em um baldo de fundo

redondo (capacidade 5 mL). Adicionou-se 1 mL de solugcdo de KOH em MeOH
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(0,5 mol L") e aqueceu a 100 °C por 1 h, sob refluxo. A segunda etapa,
esterificacdo, foi realizada ao se adicionar 400 xL de solugdo de HCI (36%) em
metanol (4:1, v/v), mantendo-se a temperatura a 100 °C, por 1 h. Procedeu-se,
finalmente, a extracdo dos ésteres metilicos; em que, apds o resfriamento,
acrescentou-se 2,0 mL de H,O destilada e, em seguida, os derivados obtidos
foram extraidos com CH,Cl,, diclorometano, (2 x 3,0 mL). Apds a extragao, a
fase organica foi secada com MgSO. anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotativo. O residuo obtido, apdés completa remocédo do solvente foi

redissolvido em 1,00 mL de CH,ClI, e analisado por CG-EM.

3.3.2.5. Cromatografia Gasosa / Espectrometria de Massas

Para a identificacdo e quantificacdo dos ésteres metilicos, presentes nas
amostras de 6leo, apds a derivatizagao; fez-se uso de um aparelho Shimadzu
GCMS-PQ5050A, equipado com coluna de polietilenoglicol, tipo Carbowax (30
m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um). As condi¢des cromatograficas
foram: gas de arraste He com fluxo de 1,8 mL min™'; temperatura do injetor 220
°C, temperatura inicial da coluna 160 °C, isoterma por 2 min., seguido de
aquecimento a 2 °C min™' até 200 °C, seguido de aquecimento a 10 °C min™
até 240 °C; volume de injecdo 1,0 uL (1% m/v em CH,Cl,); razédo de split 1:10;
pressao da coluna 100 kPa; temperatura da interface 240 °C; ionizagao por
impacto de elétrons (70 eV); amplitude de varredura de 30 a 600 u. Na
identificacdo foram feitas comparagdes dos tempos de retengcdo, com padrdes
de ésteres metilicos e, ainda, dos espectros de massas com o banco de dados
da biblioteca WILEY (WILEY 330.000). A quantificacdo foi realizada por
padronizagao externa, utilizando-se padrées dos ésteres metilicos majoritarios:

palmitato e oleato.

3.3.3. ANALISE ESTATISTICA

3.3.3.1. Analise de Variancia

Para estudar as médias das 18 populacdes, considerando a variavel
resposta — teor de 6leo fixo da polpa, foram realizadas analises de variancia
(nivel de significancia de 5%). Para esta variavel, na qual se detectaram

diferencgas significativas, foi utilizado o teste de Duncan, para identificar quais
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populagdes diferiram significativamente entre si. A analise de variancia foi

realizada com o programa estatistico livre ASSISTAT Versao 7.6 beta (2011).
3.3.3.2. Analise Multivariada

As informagdes obtidas (dados) foram dispostas em uma matriz
constituida de variaveis (colunas), tais como: umidade; teor de oleo fixo da
polpa (lipidios), na base seca e na base umida; concentragdo dos acidos
graxos constituintes (% de area); relagcdo entre o teor de acidos graxos
saturados e insaturados; concentragdo dos acidos graxos majoritarios,
palmitico e oléico (mg g™ de 6leo); concentracdo dos &cidos graxos majoritarios
(g por 100 g de polpa) base umida e seca dos municipios 0s quais se procedeu
a coleta das amostras. Essas variaveis totalizaram 16 colunas. Os objetos
dessa matriz foram as 18 populagdes amostradas (linhas) dos trés diferentes
Estados da Federagcdo (MA, MG e TO). A matriz foi auto-escalonada e em
seguida procedeu-se a Analise das Componentes Principais e Analise
Hierarquica por Agrupamento. Deve-se destacar que o AHA (cluster) foi
realizado utilizando o algoritmo de médias. Os dados foram processados em
um programa MATLAB, versdo 5.3; empregando pacote quimiométrico
PLS_ Toolbox, versao 2.0.
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améndoa do pequi

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. ESTUDO DO MELHOR TEMPO DE EXTRAGAO

Na determinagao do tempo 6timo de extracado de lipidios da polpa e da

(C. brasiliense),

em equipamento tipo Soxtec e

empregando-se 0 hexano como solvente, registrou-se a massa de Oleo

extraida a cada intervalo de 1 hora, totalizando 5 horas. Os dados obtidos

encontram-se listados na Tabela 3.4.

TABELA 3.4. Massas de Oleo extraidas a partir de 5,00 g de amostras, polpa

e améndoa de pequi (C. brasiliense), em equipamento tipo

Soxtec e hexano como solvente, durante 5 horas

Grajau (Gato Preto) — MA Januaria - MG Parana — MG %
Tempo | Massa Oleo % Massa Oleo % | Massa Oleo % Extragao
(h) Polpa (g) [Extracdo| Polpa(g) [Extracdo| Polpa(g) | Extracdo meédia
0 0,00 =0,00 0,0 0,00 =0,00 0,0 (0,00 +0,00 0,0 0,0
1 0,97 0,05 | 81,8 1,17 0,04 | 76,5 | 0,99 10,02 78,8 79,0 £2,7
2 1,14 +0,06 | 96,1 1,45 0,05 | 94,8 | 1,20 £0,02 96,0 95,6 +0,7
3 1,16 0,06 | 97,7 1,49 005 | 97,3 | 1,22 0,03 97,9 97,6 +0,3
4 1,18 0,06 | 98,2 1,52 0,05 | 99,3 | 1,24 10,04 99,5 99,0 +0,7
5 1,19 0,06 | 100,0 | 1,53 0,05 | 100,0|1,25 0,02 | 100,0 |100,0
Grajal (Gato Preto) — MA Januaria - MG Parana — MG %
Tempo | Massa Oleo % Massa Oleo % Massa Oleo % Extragdo
(h) | Améndoa (g) |Extracdo| Améndoa (g) |Extragdo| Améndoa (g)| Extracdo | meédia
0 0,00 +0,00 0,0 | 0,00 0,00 0,0 (0,00 0,00 0,0 0,0
1 1,13 0,09 | 71,1 1,26 +0,05 | 69,6 | 1,21 0,01 70,8 | 70,5 0,8
2 1,35 0,06 | 84,9 | 1,51 x006 | 83,1 [1,49 002 87,1 85,0 +2,0
3 1,47 0,04 | 92,5 1,69 0,03 | 93,1 [1,59 20,05 93,0 92,9 +0,3
4 1,63 +0,04 | 96,2 | 1,76 %002 | 97,2 1,66 20,04 96,9 | 96,8105
5 1,59 10,04 [100,0 1,81 +0,04 |100,0 |1,71 +0,03 | 100,0 |100,0

Deve-se registrar que a interrup¢do na extragao foi feita ao se verificar

um esgotamento da amostra, ou seja, a constatacdo de que o teor de dOleo ia se

escasseando a medida que a amostra era submetida as sucessivas extragoes.
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A construcdo de uma curva (Figura 3.8), tempo versus porcentagem de
extragdo, para cada uma das amostras analisadas, polpa e améndoa, auxiliou
na evidenciagao do tempo de extracdo necessario, que correspondeu ao ponto,
na curva, a partir do qual a mesma apresentou uma tendéncia constante. As
amostras de polpa e améndoa selecionadas referem-se as populagoes,
representantes de cada um dos trés Estados da Federacdo (MA, MG e TO),

aqui investigados.
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FIGURA 3.8. Porcentagem de extragao de 6leo de Caryocar brasiliense em

funcao do tempo: (A) da polpa e (B) da améndoa.

Pbdde-se, portanto, observar que 2 h de extragdo de 5,00 g de amostra
de polpa de pequi, em equipamento Soxtec e solvente hexano, foi um tempo

suficiente para extrair, aproximadamente, 96% do total de lipidios desse tipo de
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amostra. No entanto, para a extracdo dos lipidios das améndoas de pequi,
valores dessa magnitude foram alcangados somente apds 4 h de extragao. Isso
mostra que o tipo de amostra influencia o tempo de extragdo com hexano em
equipamento extrator de matéria graxa tipo Soxtec.

Apos este estudo, padronizaram-se as subsequentes extracgdes,
estabelecendo-se que 2 h é um tempo necessario para a extragao de TAGs da

polpa do pequi.
3.4.2. CONCENTRACAO DE TRIACILGLICERIDIOS

Apos a extracdo de lipidios da améndoa do pequi, determinou-se a
concentracdo dos mesmos, nas seis populacdées amostradas, as quais foram
objetos de estudo do tempo 6timo de extragdo. A Tabela 3.5 apresenta os
teores de 6leo fixo, na améndoa de C. brasiliense oriundas de Municipios dos
trés Estados (MA, MG, TO) investigados.

TABELA 3.5. Teor de dleo fixo (TAG), na base umida e seca e teor de

umidade da améndoa do C. brasiliense

Amostra [C1de TAG (%) | [C1de TAG (%) |y midade (%)
Base Umida Base Seca
Grajau 30,17 40,99 | 46,66 +2,36 35,30 +1,66
Barra do 32,14 #1,25 | 50,43 £2,13 36,27 1,43
MARANHAO |Corda
Média 31,16 #1,31 48,55 £3,12 35,79 10,58
Januaria 35,21 +1,05 | 53,44 +1,59 34,12 10,13
Japonvar 31,93 +0,77 | 51,18 1,23 37,61 10,78
o 33,57 +1,97 52,31 +1,78 35,87 +1,97
gg:ﬁ% Média
Parana 4596 13,38 | 53,24 3,92 13,63 20,15
Peixe 33,76 1,22 | 39,12 +1,42 | 13,74 +0,22
TOCANTINS |Média 39,86 7,05 46,18 18,17 13,68 0,18
MEDIA 34,86 4,49 | 49,01 3,09
GERAL

O teor médio de lipidios, na base seca, encontrado para a améndoa do

pequi foi igual a 49%, assemelha-se aos encontrados para outras améndoas
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Nacionais; tais como a castanha de caju (Anacardium occidentale L.) com 45%
(COSTA et al., 2009) e a améndoa do Baru (Dipteryx alata Vog.) com 43%
(SOUSA et al., 2011).

Ja na Tabela 3.6, encontram-se listados os teores de TAGs na polpa de

C. brasiliense para as 18 populagbes amostradas.

TABELA 3.6. Teor de dleo fixo (base seca e umida) e teor de umidade da

polpa do Caryocar brasiliense

[C] de TAG (%) | [C] de TAG (%) .
Estado Amostra Umidade
. (%)
Base Umida* Base Seca*
Barrado Corda | BAR | 22,13%" 137 | 54,28 1335 | 59,2 0,52
Grajall (Gato Preto) | GAT | 36,98% 10,35 | 66,60° +0,64 | 44,5 +0,38
MA | Grajau (oihos OLH X +1,02 i +2,06 50.4 +0,31
D'Agua) 29,61 59,64
Lajeado Novo MoP | 27,60 1149 | 58,88° +318 | 53,1 +1,65
Arinos ARl | 24,90% 1064 | 53,16 1,36 | 53,2 0,44
Bocaitiva BOI | 17,63 0,84 | 41,71" 1,99 | 57,7 0,71
Claro dos 2,11 +3,93 +0,59
Pocdes CLA 27,88 51,97% 46.4
Curvelo CUR | 22,459 1180 | 47,23%9 4379 | 52,5 +1,61
Felixlandia FEX | 26,69% +138 | 52,94 4273 | 49,6 +1,.25
MG |Grao Mogol GRA | 25,85 1201 | 55,38 14,30 | 53,3 0,12
Januaria JAN | 28,25 1063 | 68,77° 154 | 58,9 1,28
Japonvar JAP | 23,87°" 1149 | 57,66°° 359 | 58,6 +1,19
Montes Claros mMoc | 19,88" +1,13 | 51,64% 1293 | 61,5 1,50
Pirapora PIR | 23,90 1057 | 48,40° +1,16 | 50,6 +1,92
Salinas SsAL | 19,91" 1170 | 44,65%" 3380 | 55,4 +1,38
Unai UMA | 22,18%" 4118 | 43,68%" +233 | 49,2 +1,52
0 Parani PAR | 24,18°" 1196 | 55,98 1455 | 56,8 +044
Peixe PEI | 23,68 +056 | 53,05° +126 | 55,4 0,33
Média 2486 +439| 53,65 #7,21| 53,7 +4,68
Coeficiente de Variagao (CV) 17,7% 13,4% 8,72%

*Médias, dentro de uma mesma coluna, seguidas de uma mesma letra sobrescrita, ndo diferem

estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.
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A concentragao meédia de oleo da polpa de pequi, na base seca, igual a
54%, confirma ser essa uma planta oleaginosa, principalmente quando
comparada com o fruto do abacateiro (Persea americana), considerado rico em
lipidios, que, segundo VILLA-RODRIGUEZ et al. (2011), apresenta teores de
6leo em torno de 58%. Pode-se, ainda, considerar o teor de 6leo da polpa de
pequi superior a concentragédo de 6leo em algumas sementes oleaginosas, tais
como, a soja (Glycine max), na qual o teor de 6leo é de aproximadamente 20%
(PADGETT et al., 1995) e o amendoim (Arachis hypogaea) com teores de 48%
(SOUSA et al., 2011).

Verificou-se relativa variagado no teor de 6leo, entre as populacdes aqui
estudadas, tanto na base umida como na base seca, apresentando um
coeficiente de variagdo (CV) em torno de 18% e 13%. De acordo com a
ANOVA, verificou-se que as populacdes mais ricas em teor de 6leo fixo sdo as
populacdes do Estado do Maranh&o e, particularmente, amostras oriundas dos

Municipios mineiros de Januaria e Japonvar.

3.4.3. ESPECTROS NO INFRAVERMELHO

Na Figura 3.9 sdo apresentados os espectros, no infravermelho, dos
extratos hexanicos, da polpa e da améndoa do pequi; visando obter
informacdes sobre a composicdo quimica desses extratos.

Os espectros obtidos foram semelhantes; tanto entre as amostras de
O0leo de améndoa, como entre as amostras de o6leo de polpa. Portanto,
escolheu-se para fins ilustrativos, aleatoriamente, o 6leo da améndoa de pequi,
originario do municipio de Peixe-TO, entre as seis populagdes amostradas.
Seguindo a mesma linha, o espectro obtido do éleo da polpa de pequi, do
municipio de Arinos-MG, foi o escolhido como representante das 18
populacdes aqui amostradas.

De acordo com a literatura (BARBOSA, 2007), os espectros
apresentados na Figuras 3.9 foram considerados como tipicos de 6leos

vegetais comestiveis, constituidos por moléculas de triacilgliceridios.
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FIGURA 3.9. Espectros no infravermelho de extratos hexéanicos, da

améndoa (A) e da polpa (B), do Caryocar brasiliense.
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As bandas subsequentes [2.921, 2.852 cm™ (A) e 2.919, 2.851 cm™ (B)]
referem-se aos estiramentos de C-H de carbono sp®, ou seja, grupamentos CH,
CH; e CH3 comuns em varias classes de compostos alifaticos como os ésteres
graxos (SILVERSTEIN et al., 2007). As bandas de absorcdo [1.744 cm™ (A) e
1.738 cm™ (B)] representam o estiramento C=0 da carbonila, comuns nos
acidos graxos. As absorcdes [1463 cm™ (A) e 1.465 cm™ (B)] correspondem as
bandas de deformac&o angular no plano, simétricas (CH,) e assimétricas
(CHs); ja, [1.377 cm™ (A) e 1.378 cm™] (B) sdo bandas de deformac&o angular
no plano, simétricas (CHs). As bandas [1.237, 1.159, 1.116 cm™ (A) e 1.241,
1.168, 1.098 cm™ (B)] sdo atribuidas como sendo correspondentes ao
estiramento C-O de éster. Finalmente, a banda de absorcdo [721 cm™ (A e B)]
corresponde a deformagao angular no plano, tipo balango (o), caracteristico de
compostos com grupamentos [CHz],, com n =24 (BARBOSA, 2007).

Ainda, a auséncia da banda larga (tipo “sino”) de estiramento de O-H,
entre 3400 — 2500 cm™, indica que as amostras, praticamente, ndo possuem

acidos graxos livres.
3.4.4. IDENTIFICAGAO DOS ACIDOS GRAXOS

Como anteriormente dito, a identificacdo das substancias componentes
dos TAG do dleo de pequi foi realizada, apds derivatizacdo e obtencado de
ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG). A reacdo de transesterificacdo
(derivatizagéo) apresentou um rendimento médio de 93%.

Nas Figuras 3.10 e 3.11 encontram-se os cromatogramas de ions totais
(CIT) para os ésteres metilicos obtidos no 6leo (extratos hexanicos) da polpa e
da améndoa de pequi, respectivamente. Para fins ilustrativos, foram
apresentados os cromatogramas, CG-EM por impacto de elétrons, de apenas
trés populacdes, representantes de cada um dos Estados; Maranhdo (A),
Minas Gerais (B) e Tocantins (C); investigados. Os CIT obtidos para o 6leo da
polpa do pequi, nas 18 populagdes amostradas, revelaram a presenga de cinco
picos, com tempos de retencéo (TR) e intensidades similares; sugerindo serem

as mesmas substancias.
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FIGURA 3.10. Cromatogramas de lons Totais (CIT) de éteres metilicos,
derivados do 6leo (extrato hexanico) da polpa de pequi:

(A) Maranhao, (B) Minas Gerais e (C) Tocantins.
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FIGURA 3.11. Cromatogramas de lons Totais (CIT) de éteres metilicos,
derivados do éleo (extrato hexanico) da améndoa do pequi:
(A) Maranhao, (B) Minas Gerais e (C) Tocantins.
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Para fins comparativos, deu-se continuidade as analises dos extratos
hexanicos do o6leo de améndoa, das seis populacbes, as quais foram
empregadas na avaliacdo do tempo e desempenho do sistema de extragéo
(Soxtec/hexano). Deve-se ressaltar que cinco picos dos seis, encontrados nos
CIT dos ésteres metilicos obtidos para o 6leo de améndoa, apresentaram TR
similares aos encontrados no CIT do 6leo da polpa, sugerindo serem as
mesmas substancias.

Adicionalmente, apds analise dos cromatogramas apresentados,
verificou-se que dois compostos sdo, majoritariamente, componentes das
moléculas de triacilgliceridios do 6leo de polpa e de améndoa de pequi. Esses
compostos foram identificados como sendo: o acido hexadecandico (palmitico
ou C16:0) e o acido octadec-9-endico (oléico ou C18:1 A%). A identificacdo foi
realizada através da comparacido dos TR com os padrdes de ésteres metilicos;
através do banco de dados da biblioteca WILEY; como também, pela analise e
comparagao dos espectros obtidos com dados da bibliografia (CHRITIE, 2011a;
CHRITIE, 2011b; CHRITIE, 2011c; CHRITIE, 2011d; HALLGREN et al., 1959).

Nas Figuras 3.12 e 3.13 encontram-se os espectros de massas, por
impacto de elétrons, obtidos dos ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG),
saturados e insaturados, aqui identificados, respectivamente.

Os espectros obtidos podem ser considerados, caracteristicos de
EMAG. Nos espectros de EMAG saturados (Figura 3.11), observaram-se os
picos do ion molecular: m/z = 242 (A), m/z = 270 (B) e m/z = 298 (C); como
também, o pico base tipico, oriundo do rearranjo de McLafferty: m/z = 74.

Quanto aos espectros dos EMAG insaturados, apresentados na Figura
3.12, foram também identificados os picos dos ions moleculares; m/z = 268 (A),
m/z = 296 (B) e m/z = 294 (C). Foram, ainda, observados o pico do rearranjo
de McLafferty (m/z = 74) e os picos [M — 74]", ou seja, m/z = 194 (A), m/z = 222
(B) e m/z = 220 (C). Outro ion caracteristico é o [M — 116]", neste caso
representados por m/z = 180 (A), m/z = 152 (B) e m/z = 150 (C), formados
pela perda de um fragmento que contém o grupo carboxila por clivagem
entre os carbonos 5 e 6, com a adicdo de um atomo de hidrogénio

reorganizados, ou seja, [M — CgH1202]".
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Em contraste com os espectros de EMAG saturados, os ions [C,H2n.1]"
foram abundantes nos espectros de EMAG insaturados monoendicos (A e B);
sendo m/z = 55, o pico base. No entanto, no espectro de EMAG insaturado
diendico (C), observou que os ions que dominam a faixa de menor massa séo
os hidrocarbonetos de formula geral [C,H20.3]", ou seja, m/z = 67 (pico base),
m/z =81, m/z =95, m/z=109, m/z = 123.

EMAG insaturados monoendicos (A e B); sendo m/z = 55, o pico base.
No entanto, no espectro de EMAG insaturado diendico (C), observou que os
ions que dominam a faixa de menor massa séo os hidrocarbonetos de férmula
geral [CnH2n.3]", ou seja, m/z = 67 (pico base), m/z = 81, m/z = 95, m/z = 109,
m/z = 123.

Desta forma, o 6leo da polpa de pequi € constituido de cinco
substancias: acidos palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1 A%), estearico
(C18:0), oléico (C18:1 A% e linoléico (C18:2 A*'?). Enquanto que o dleo da
améndoa, além dessas substancias, € ainda composto de acido miristico
(C14:0). A composicao dos 6leos de pequi, polpa e améndoa, no que se refere
as substancias identificadas, assemelham-se muito com a de outros Oleos
comestiveis, obtidos de espécies vegetais (CAHOON & SCHMID, 2008; LEE et
al., 1998; KIM et al., 2010).

3.4.5.QUANTIFICAGAO DOS ACIDOS GRAXOS

Embora o método da normalizagdo apresente alguns inconvenientes,
pois nem todos os acidos graxos fornecem a mesma resposta no detector de
massas; neste trabalho, ele foi considerado para efeitos de comparacgao entre
as populagdes estudadas e utilizado na analise multivariada.

Na Tabela 3.7 sdo apresentadas as concentragdes, pelo método da
normalizagéo, dos acidos graxos constituintes do éleo da polpa do pequi, para
as 18 populacdes amostradas. Vale ressaltar que esse método se baseia na
porcentagem da area relativa de um determinado acido graxo em relagao a

area total de todos os acidos graxos que eluiram da coluna.
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TABELA 3.7. Concentragdo de acidos graxos (normalizagéo), constituintes
das moléculas de triacilgliceridios do 6leo da polpa do pequi

(extrato hexanico), nas 18 popula¢gées amostradas

L Concentragdo dos Acidos Graxos (%)
Cédigo

Estado 9 9 T
Amostra C16:0 C16:1A C18:0 C18:1A C18: 2 A~
BAR 39,05 11,82 0,38 0,04 0,98 +0,07 59,38 1,73 | 0,20 0,08
MA GAT 38,94 12,07 0,26 0,03 1,13 0,08 |58,94 382 0,74 10,07
OLH 46,13 3,20 0,44 +0,04 1,08 0,08 |51,90 3,78 | 0,45 +0.03
MOP 44,50 2,77 0,62 0,07 0,73 0,10 [53,53 3,08 | 0,62 0,05
ARI 50,09 1,84 1,21 0,14 1,03 0,08 [47,42 1,76 0,24 0,03
BOI 39,95 0,91 0,79 0,11 1,44 0,18 |57,41 067 0,41 +0,05
CLA 40,24 1,59 0,62 0,09 1,32 0,15 |57,65 1,36 0,16 0,07
CUR 49,27 1,98 0,68 0,09 1,42 0,15 |48,62 1,75 0,00 0,00
FEX 47,65 3,53 0,53 0,08 1,03 0,12 |50,62 3,21 0,17 0,02
MG GRA 47,72 £2,29 0,30 0,01 1,11 0,04 |50,76 2,30 0,10 0,02
JAN 41,19 1,38 0,68 0,02 1,18 0,11 |56,57 1,19 0,38 0,04
JAP 49,09 15,35 0,45 0,05 1,24 0,13 [49,10 511 0,12 0,01
MOC 42,32 0,73 0,70 0,08 1,51 0,12 |55,28 10,49 0,19 0,02
PIR 49,29 0,47 0,83 0,06 1,31 0,08 |48,54 041 0,03 0,01
SAL 40,40 2,40 0,60 0,05 1,28 0,21 |57,12 12,28 0,60 0,07
UNA 47,92 0,25 0,62 0,05 1,52 0,05 [49,80 20,25 0,15 0,01
TO PAR 50,98 15,05 0,57 0,04 1,81 +0,20 |46,27 13,75 0,37 0,03
PEI 43,16 1,91 0,45 0,02 1,33 0,08 | 54,92 1,71 0,13 0,02
Média 44,88 4,42 | 0,60 *0,21 1,25 0,24 | 52,99 +4,32 | 0,28 +0,21

Verificou-se que os dois compostos majoritarios, acidos palmitico e
oléico, somam juntos, aproximadamente, 98% da composigéo triacilgliceridica
do ¢6leo da polpa do pequi.

O grafico de barras — separando as substancias identificadas em dois
grupos, constituidos dos acidos graxos saturados (acidos palmitico e estearico)
e insaturados (acidos palmitoléico, oléico e linoléico) — € apresentado na
Figura 3.14. Observou-se uma proporgao préxima entre as concentragdes de
AG saturados e insaturados, nas 18 populagdes amostradas. A relacdo média
obtida entre o teor de acidos graxos saturados (TAGS) e o teor de acidos
graxos insaturados (TAGI) é de 0,85. Ao se comparar esse valor com 0s
apresentados em alguns O6leos vegetais comestiveis (soja, gergelim, canola,
coco e azeite de oliva), verificou-se que é relativamente alto. Segundo a
pesquisa de LEE et al. (1998), dentre os 6leos citados, a média da relagao

TAGS/TAGI = 0,85, aqui obtida para o 6leo da polpa do pequi, s6 nédo é
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superior a da gordura de coco (Cocos nucifera), que alcangou um valor de 1,4.
Ainda, contrapondo-se o 6leo da polpa de pequi, com o azeite de dendég,
também denominado de dleo de palma (Elaeis guineensis), esse 6leo vegetal
apresentou um valor igual a 0,75 (BORA et al.,, 2003). Adicionalmente, a
manteiga de cacau (Theobroma cacao) apresentou, segundo os estudos de
FACIOLI & GONGCALVES (1998), a relacao TAGS/TAGI = 1,14. Tais resultados
confirmam que o 6leo da polpa de pequi apresenta um perfil de acidos graxos
similar aos demais 6leos vegetais alimenticios tropicais, os quais, geralmente,
apresentam quantidades elevadas de acidos graxos saturados (MCCLEMENTS
& DECKER, 2010). Isso, possivelmente, se explica, devido ao fato de que
plantas tipicas de climas tropicais, tais como o C. brasiliense, apesar de ricas
em acidos graxos saturados, ndo apresentam dificuldades em manter a fluidez
nas membranas, devido as elevadas temperaturas ambientais; ao contrario de
outras culturas, adaptadas a ambientes com baixas temperaturas. Além do
que, 6leos vegetais com altos valores de acidos graxos saturados possuem
elevada estabilidade oxidativa (CAHOON & SCHMID, 2008).
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FIGURA 3.14. Concentragdo de acidos graxos, saturados e insaturados, no

6leo da polpa do pequi (C. brasiliense).
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Na Tabela 3.8 é apresentada a relagao entre os teores de AG saturados

e insaturados (TAGS/TAGI) das 18 popula¢des amostradas.

TABELA 3.8. Relacao entre o teor de acidos graxos saturados e insaturados

no oleo da polpa do pequi

Concentragao Substancias (%)
Estado Amostra/Cédigo AG AG
Saturados Insaturados TAGSITAGI
Barra do Corda BAR | 40,03 1,89 60,56 +1,85 0,67
Grajau (Gato Preto) GAT | 40,07 2,15 60,81 +3,92 0,67
WA Grajal (Olhos D'Agua) | OLH | 47,21 328 53,43 3,85 0,89
Lajeado Novo MOP | 45,23 1287 54,88 3,20 0,83
Arinos ARI 51,12 +1,92 48,69 11,93 1,05
Bocaiuva BOI | 41,39 1,09 59,26 10,83 0,71
Claro dos Pogbes CLA | 41,56 +1,74 59,13 #1,52 0,71
Curvelo CUR | 50,69 2,13 50,04 1,84 1,03
Felixlandia FEX 48,68 13,65 51,82 3,31 0,95
Grao Mogol GRA | 48,83 +2,33 51,97 12,33 0,95
WG Januaria JAN 42,37 +1,49 58,13 +1,25 0,74
Japonvar JAP 50,33 548 50,46 15,17 1,01
Montes Claros MOC | 43,83 +0,85 56,98 0,59 0,78
Pirapora PIR 50,60 0,55 49 .88 0,48 1,02
Salinas SAL | 41,68 1261 59,00 +2,40 0,71
Unai UNA | 49,44 0,30 51,47 0,31 0,98
Parana PAR | 52,79 1525 48,45 13,82 1,12
To Peixe PEI 44,49 +1,99 56,38 1,75 0,80
Média| 46,13 +4,30 | 54,52 +4,31 0,85 0,15

A Figura 3.15 ilustra as curvas e as equagdes utilizadas na quantificagédo
das substancias maijoritarias identificadas no 6leo da polpa do pequi, acido

palmitico e acido oléico, pelo método de padrao externo.

158



40000000
30000000 1
o
L
o
S 20000000 |
o A
1
<
10000000
Y=4397 X - 62442
R2=0,997
()} . . . . .
0 2000 4000 6000 8000 10000
Concentragao (ppm)
40000000 -
*
30000000 -
o
L
o
o
T 20000000 -
3 B
<
10000000 -
Y = 4797 X- 2E+06
R2=0,992
0 T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000
Concentragao (ppm)

FIGURA 3.15. Correlacbes lineares entre as concentracbes de ésteres
metilicos dos acidos graxos majoritarios — acido palmitico (A)

e acido oléico (B) — com a area dos picos correspondentes.
J4a, na Tabela 3.9 sao apresentadas as concentragdes, em mg g'1 de

Oleo, desses acidos graxos majoritarios. Ja a Tabela 3.10 informa a

concentragdo dessas substéancias, em 100 g de polpa de pequi.
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TABELA 3.9. Concentragao de acidos graxos majoritarios, acidos palmitico

e oléico, no 6leo da polpa do pequi (C. brasiliense)

Concentragdo Substancias (mg g™ de
Estado Amostra/ Cédigo 6leo)
C16:0 C18:1 A9 TOTAL

Barra do Corda BAR 404,4 £29,5 554,5 #20,3 | 958,8 49,8
Grajau (Gato Preto) GAT | 402,7 +15.2 579,0 £30,4 | 981,7 45,6

WA Grajal (Othos D'Agua) | OLH 460,0 +20,0 514,1 28,6 | 974,2 +28,6
Lajeado Novo MOP | 428,8 27,5 556,1 #37,9 | 984,9 4654
Arinos ARI 4956 +182 | 483,3 #28,0 [ 978,9 #4622
Bocaiuva BOI 397,3 25,0 562,0 £17,9 | 959,2 42,9
Claro dos Pocdes | CLA 398,8 29,6 567,1 37,2 | 965,8 66,8
Curvelo CUR 490,0 18,8 467,1 £19,6 | 957,1 38,4
Felixlandia FEX 462,6 +12,4 500,2 19,2 | 962,9 +31,6
Grao Mogol GRA | 467,0 224 505,5 31,5 | 972,56 53,9

we Januaria JAN 436,4 *20,5 5455 +13,5 | 981,9 34,0
Japonvar JAP 464,2 19,0 501,3 19,2 | 965,5 +38,2
Montes Claros MOC | 426,2 *23.38 553,2 17,7 | 979,4 +41,5
Pirapora PIR 483,3 +28,6 482,1 20,2 | 965,4 4838
Salinas SAL 416,0 17,2 567,0 22,1 | 982,9 +39,3

Unai UNA | 467,8 ¥30,7 | 4958 #210 | 963,6 51,7
Parana PAR 514,7 26,9 | 459,7 #19,5 | 974,4 +464

To Peixe PEI 415,9 27,0 548,2 +30,7 | 964,1 57,7
Média 446,2 36,8 | 5245 £384 | 970,7 = 93

cv 8,2% 7,3% 1,0%

Ao analisar os dados apresentados na Tabela 3.9, verificou-se que os
coeficientes de variacdo obtidos, tanto para a concentracdo de acido palmitico
como, de acido oléico, apresentaram valores relativamente baixos; o que indica
pequena variagao da composicao quimica do oleo da polpa de pequi, nas 18
populagdes amostradas, no que se refere as concentragcdes desses acidos
graxos. No entanto, a Tabela 3.10 € mais sugestiva, uma vez que as

concentragdes dessas substancias foram calculadas e apresentadas em 100 g
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de polpa. Pb6de-se observar, neste caso, que os coeficientes de variagcédo
assumiram valores mais elevados. De acordo com CAHOON & SCHMID (2008)

variagbes na composi¢cao de TAG séo, em geral, de origem genética.

TABELA 3.10. Concentragcdo de acidos graxos majoritarios, acidos

palmitico e oléico, na polpa do pequi (C. brasiliense)

Concentracgao (g/100 g de polpa)

Populagio Acido Palmitico | Acido Oléico
BU BS BU BS

Barra do Corda BAR 8,95 21,95 12,27 30,10

MA Grajau (Gato Preto) GAT 14,89 26,82 21,41 38,56
Grajau (Olhos D’Agua) | OLH 13,62 27,43 15,22 30,66
Lajeado Novo MOP 11,83 25,25 15,35 32,74
Arinos ARI 12,34 26,34 12,04 25,69
Bocailva BOI 7,00 16,57 9,91 23,44
Claro dos Pocodes CLA 11,12 20,72 15,81 29,47
Curvelo CUR 11,00 23,14 10,49 22,06
Felixlandia FEX 12,35 24,49 13,35 26,48

MG Grao Mogol GRA 12,07 25,86 13,07 27,99
Januaria JAN 12,33 30,01 15,41 37,51
Japonvar JAP 11,08 26,77 11,97 28,91
Montes Claros MOC 8,47 22,01 11,00 28,57
Pirapora PIR 11,55 23,39 11,52 23,33
Salinas SAL 8,28 18,57 11,29 25,31
Unai UNA 10,38 20,43 11,00 21,66

T0 Parana PAR 12,45 28,81 11,12 25,73
Peixe PEI 9,85 22,06 12,98 29,08

Média | 11,09 +1,99|23,92 +3,59 | 13,07 +2,77|28,18 +4,72
CV| 17,9% 15,0% 21,2% 16,7%

Essa composi¢ao quimica do 6leo da polpa de pequi — cerca de 97%

constituido de acidos palmitico e oléico — confere, ao mesmo, caracteristicas
nutracéuticas singulares. De acordo com KRIS-ETHERTON (1999) e LOPEZ-

HUERTAS (2010), existe vasta evidéncia cientifica demonstrando que a

composi¢cdo da gordura, na dieta, afeta a modulagdo de concentragdes de

lipidios no sangue. Quanto ao acido oléico, os efeitos mais notaveis séo

descritos em estudos, nos quais a substituicdo isocaldrica de 5% da energia

proveniente de gordura saturada (acidos graxos saturados) por acido oléico foi

testado; em que foi estimada uma reducdo de risco de doenga cardiaca
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coronariana de 20-40%, principalmente através de redugao de colesterol tipo
LDL (lipoproteina de baixa densidade). Ainda, deve-se destacar que nos seres
humanos, uma substituicdo na dieta de triacilgliceridios saturados por TAG
constituidos de palmitato-oleato tem um efeito benéfico sobre a prevencgao da
trombogénese (GERMAN & DILARD, 2004).

Ja quanto aos elevados teores de acido palmitico, em torno de 11% da
polpa, imprimem, ao 6leo da polpa de pequi, uma melhor estabilidade oxidativa
e aumentam a temperatura de fusdo do mesmo. Essa ultima caracteristica
favorece a utilizacdo dos mesmos em produtos de confeitaria e fabricacdo de
margarinas (CAHOON & SCHMID, 2008).

Para a planta, esta composicdo de TAG nao apresenta problemas
quanto a fluidez nas membranas (CAHOON & SCHMID, 2008). Ainda, deve-se
destacar que o pequizeiro € uma planta arbérea (6 a 10 m de altura) e,
segundo BONAVENTURE et al. (2006), a presenga de acido palmitico, nos

tecidos dos vegetais, € essencial para o seu crescimento e desenvolvimento.

3.4.6. ANALISE MULTIVARIADA

3.4.6.1. Analise das Componentes Principais — ACP

A Analise das Componentes Principais foi realizada, utilizando-se uma
matriz 18x16, na qual os objetos (linhas) foram as 18 populagdes investigadas.
As variaveis (16 colunas) constituiram-se das informag¢des quimicas, no que diz
respeito aos o6leos fixos da polpa do pequi: teores de triacilgliceridios, na base
seca e Umida (Tabela 3.6); teor de umidade (Tabela 3.6); concentragoes,
método da normalizagdo, em % de area dos cinco acidos graxos constituintes
do dleo da polpa (Tabela 3.7); concentragdes dos componentes majoritarios no
dleo fixo da polpa, acido palmitico e acido oléico (mg g~ de dleo), bem como a
soma dessas concentragdes (Tabela 3.9); concentragdes de acidos palmitico e
oléico na polpa, com base na matéria seca e umida (Tabela 3.10) e, finalmente,
da relagéo entre o teor de acidos graxos saturados e insaturados (Tabela 3.8).
O grafico de escores obtido com a ACP encontra-se na Figura 3.16.

Ao se analisar o grafico de escores verificou-se que as componentes
PC1 e PC2 representam 73,5% da variéncia total dos dados e forneceram

informagdes discriminatérias das amostras. Através desse grafico — bem como
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da Figura 3.17, que ilustra a distribuicdo dos pesos das variaveis responsaveis
pela classificacdo das 18 populagbes amostradas — observou-se a formacao
de dois agrupamentos ao se tragar uma linha pontilhada AB, dividindo os

quatro quadrantes em duas partes.
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FIGURA 3.16. Grafico de Escores das 18 populagbes considerando os 6leos

fixos da polpa do Caryocar brasiliense.
Onde: ® = grupo com TAGS/TAGI entre 0,67 a 0,83;
A = grupo com TAGS/TAGI entre 0,87 — 1,12..

As populacdes dos municipios [Grajai — Olhos D’Agua (Maranh&o);
Arinos, Curvelo, Felixlandia, Grao Mogol, Japonvar, Pirapora, Unai (Minas
Gerais) e Parand (Tocantins)] representam as cidades, nas quais a relagéo
entre os teores de acidos graxos saturados e insaturados alcangou os maiores
valores (0,89 < TAGS/TAGI < 1,12). Ja o segundo grupo, formado pelos
municipios [Barra do Corda, Grajau — Gato Preto, Lajeado Novo (Maranh&o);

Claro dos Pocgbes, Bocaiuva, Januaria, Montes Claros, Salinas (Minas Gerais);
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Peixe (Tocantins)] sdo as populagbes que apresentaram os menores valores
para a relacdo TAGS/TAGI, ou seja, 0,67 < TAGS/TAGI < 0,83.

Ainda, com a ACP verificou-se que no primeiro quadrante X foram
agrupadas quatro populagbdes, segundo os elevados rendimentos de o6leo
apresentados em sua polpa: trés populagdes do Estado do Maranhao
[Municipio de Grajai — Localidade Olhos D’Agua (59,6%) e Localidade Gato
Preto (66,60%) e Municipio de Lajeado Novo (58,9%)] e uma populagdo do
Estado de Minas Gerais [Municipio de Januaria (68,8%)].
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FIGURA 3.17. Pesos das variaveis, distribuidas na ACP.

Adicionalmente, péde-se confirmar que a relagao entre a concentragao
de acidos graxos saturados e insaturados é uma importante variavel na

caracterizagao fisico-quimica de éleos vegetais.

3.4.6.2. Analise Hierarquica por Agrupamento — AHA
A Figura 3.18 ilustra o dendrograma obtido com a AHA.

164



Dados Autoescalonados

PAR

ARI
PIR

lJ_ Grupo 1
AGS

CUR

UNA

OLH
FEX
JAP

GRA

GAT

CLA
SAL

Grupo 2

JAN

AGI

MOC
MOP

BOI

PEI

|_

BAR

L 1 1 1 1 L 1 1

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Distancia do Vizinho mais Proximo

FIGURA 3.18.

Dendrograma obtido pela Analise Hierarquica por
Agrupamento, dos Oleos fixos da polpa do C. brasiliense.
Onde as populagdes foram classificadas em:

AGS = maiores teores de acidos graxos saturados;

AGI = maiores teores de acidos graxos insaturados.

Conforme discutido nos graficos de escores e pesos (Figuras 3.15 e

3.16), as 18 populagdes amostradas foram reunidas em dois grupos, quanto a

saturagao e insaturacédo dos acidos graxos esterificados as moléculas de TAG,

constituintes do 6leo da polpa de C. brasiliense. Esses agrupamentos séo

confirmados, também, através da AHA, onde se visualizam os dois grupos

formados no grafico tipo dendrograma (Figura 3.17).

A Figura 3.19 apresenta o Mapa Politico Brasileiro, dividido em Estados

da Federagao, em que se procedeu a localizacdo das 18 populagdes. Nesse

mapa € demonstrada a classificacdo das amostras quanto ao teor e a

composi¢cao quimica dos triacilgliceridios da polpa de pequi, segundo a analise

quimiométrica — Analise Multivariada (ACP e AHA).
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FIGURA 3.19. Mapa Politico Brasileiro, dividido em Estados da Federacgao.
Em destaque os estados de Minas Gerais, Maranhdo e
Tocantins, nos quais se encontram agrupadas as 18
populagdes amostradas de Caryocar brasiliense, segundo a
concentragdo e composigdo quimica dos triacilgliceridios de

sua polpa, de acordo com a Analise Multivariada (ACP e AHA).
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3.5. CONCLUSOES

O estudo do tempo possibilitou otimizar o processo de extragdo de
triacilgliceridios (TAG), no sistema proposto (Soxtec/hexano), através da
determinagao do tempo necessario para extragao de lipidios, na polpa (2 h) e
na améndoa (4 h) de pequi (Caryocar brasiliense); podendo-se, também,
verificar que o tipo de amostra influencia o tempo de extragéo.

Os teores médios de TAG na polpa e améndoa (53,7% e 49,0%,
respectivamente), confirmam ser o pequi uma espécie oleaginosa. Ainda, a
auséncia de acidos graxos livres e a constituicdo quimica, rica em acidos
graxos, oléico e palmitico (98% dos TAG), adéquam o emprego desses Oleos
para uso alimenticio, entre outras potencialidades. Embora em menores
concentragdes, a presenga de acido graxo essencial linoléico (w6) contribui
para acentuar a qualidade nutricional dos mesmos.

De acordo com a ANOVA, as populagbes oriundas do Estado do
Maranhdo destacaram-se quanto ao teor de TAG na polpa do pequi,
juntamente com o Municipio mineiro de Januaria. No entanto, os pequis de
Bocaiuva-MG apresentaram menores teores de TAG.

O estudo quimiométrico, Analise das Componentes Principais (ACP) e
Andlise Hierarquica por Agrupamento, agruparam as 18 populacdes
amostradas em dois grupos, segundo a razao entre o teor de acidos graxos
saturados e insaturados (TAGS/TAGI), ndo sendo possivel separa-las segundo
a localizagdo geografica. O que confirma ser essa relagdo importante na
caracterizagao quimica de oleos e gorduras de uso alimenticio. A ACP também
identificou que as populagdes de Grajau-MA (localidade Gato Preto), Lajeado
Novo-MA e Januaria-MG podem ser consideradas, dentre as populacdes
amostradas, com quimiétipos superiores quanto a composigao e ao teor de

Oleos fixos.
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CONCLUSAO GERAL

O teor de umidade da polpa do pequi (Caryocar brasiliense), dentre as
demais caracteristicas quimicas aqui obtidas para as 18 populagdes
amostradas, foi a que teve uma menor variagao; apresentando um coeficiente
de variagdo em torno 8,7%. Coeficiente de variagdo dessa magnitude é muito
comum quando se trata de replicatas de amostras bioldgicas.

As 18 populagbes de pequi apresentaram significativas diferengas, no
que se refere aos teores de carotendides com atividade provitamina A (CPVA).
No entanto, essas diferengcas foram menores entre amostras situadas mais
proximas uma das outras. Provavelmente, isso se deve as semelhancas
edafoclimaticas, bem como a possibilidade de haver um maior fluxo génico
entre essas populagdes.

Os pequis da cidade Norte Mineira, Januaria, apresentaram altos teores
de CPVA. Além de destaca-los como fontes de vitamina A, estes pequis
também apresentaram teores elevados dos demais carotenoides. Deve-se,
portanto, sugeri-los como componentes de estudos de formagédo de bancos de
germoplasma, interessados na selegdo de espécies que apresentem
gendtipos/quimidtipos superiores quanto ao teor desses nutrientes.

Através da ACP e AHA foi possivel agrupar as amostras, através do teor
decrescente de CPVA. Ainda, foi possivel reunir as amostras oriundas do
Estado do Maranhdo em um unico agrupamento e classifica-las pelos baixos
teores de CPVA encontrados em sua polpa. Foi, também, evidenciado um
grupo de amostras — Januaria, Japonvar, Arinos, Salinas e Montes Claros — as
quais se apresentaram superiores, quanto ao teor desses pigmentos
(nutrientes).

Os carotendides identificados na polpa do pequi (C. brasiliense) foram:
neoxantina, violaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina e p-caroteno.
Sendo neoxantina e B-caroteno, os componentes majoritarios. O pequi pode
ser indicado como fonte dos carotendides (xantofilas) zeaxantina-luteina,
considerados como quimiopreventivos de doencas oftalmicas como a catarata

e DMI (degeneracao macular, relacionada a idade).
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Verificou-se grande variagao quanto a concentracao de 6leos essenciais
na polpa de Caryocar brasiliense. Os pequis — oriundos dos Municipios
Mineiros (Januaria, Japonvar, Salinas e Montes Claros) e do Municipio
Maranhense (Barra do Corda) — foram os que apresentaram concentragdes
mais elevadas de 6leo essencial. Sugere-se, portanto, que os referidos frutos
apresentam sabor e aroma mais intensos.

Os OEs do pequi séo principalmente constituidos de ésteres e de (-
ocimeno. Os ésteres majoritarios s&o: hexanoato de etila (MA e MG);
hexanoato de isopropila e 2-metilbutanoato de isopentila (TO).

Os ésteres etilicos de cadeia curta conferem aos frutos do pequi um
sabor e aroma doce, frutado-floral, intensificado pelo monoterpeno -ocimeno.
No entanto, a presencga de ésteres de cadeia mais longa, aos quais se atribuem
notas metélicas — em amostras do Estado do TO — sugere que esses pequis
apresentam aroma e sabor menos frutados.

Através da analise multivariada (ACP e AHA) foi possivel classificar os
pequis de acordo com seu local de origem. Tal fato confirma que a composi¢ao
de dleos essenciais sofre influéncias geograficas, ou seja edafoclimaticas, e/ou
genéticas.

O estudo do tempo possibilitou otimizar o processo de extragdo de
triacilgliceridios (TAG), no sistema proposto (Soxtec/hexano), através da
determinagao do tempo necessario para extragao de lipidios, na polpa (2 h) e
na améndoa (4 h) de pequi (Caryocar brasiliense); podendo-se, também,
verificar que o tipo de amostra influencia o tempo de extragéo.

Os teores médios de TAG na polpa e améndoa (53,7% e 49,0%,
respectivamente), confirmam ser o pequi uma espécie oleaginosa. Ainda, a
auséncia de acidos graxos livres e a constituicdo quimica, rica em acidos
graxos, oléico e palmitico (98% dos TAG), adéquam o emprego desses Oleos
para uso alimenticio, entre outras potencialidades. Embora em menores
concentragbes, a presenca de acido graxo essencial linoléico (w6) contribui
para acentuar a qualidade nutricional dos mesmos.

De acordo com a ANOVA, as populagbes oriundas do Estado do
Maranhdo destacaram-se quanto ao teor de TAG na polpa do pequi,
juntamente com o Municipio mineiro de Januaria. No entanto, os pequis de

Bocaiuva-MG apresentaram menores teores de TAG.
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O estudo quimiométrico, Analise das Componentes Principais (ACP) e
Analise Hierarquica por Agrupamento, agruparam as 18 populagdes
amostradas em dois grupos, segundo a razdo entre o teor de acidos graxos
saturados e insaturados (TAGS/TAGI), ndo sendo possivel separa-las segundo
a localizagdo geografica. O que confirma ser essa relacdo importante na
caracterizagao quimica de oleos e gorduras de uso alimenticio. A ACP também
identificou que as populagdes de Grajau-MA (localidade Gato Preto), Lajeado
Novo-MA e Januaria-MG podem ser consideradas, dentre as populacdes
amostradas, com quimiotipos superiores quanto a composi¢cao e ao teor de

6leos fixos.
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APENDICE

— APENDICE A —

CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA, ACOPLADA AO DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS DE
CAROTENOIDES PROVITAMINA A DA POLPA DO
PEQUI (Caryocar brasiliense Camb.)

Condicoes Cromatograficas:

¢ Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);
e Equipamento SHIMADZU composto de:

v' bomba de alta presséo (LC-10VP);

v'injetor automatico com loop de 50 uL (SIL-10 AF);

v coluna cromatografica FR C18 (Phenomenex 250 mm x 4,6 mm),
munida de coluna de guarda C18 (Phenomenex ODS 4 mm x 3
mm);
detector espectrofotométrico de arranjos de diodos;
software para controle de até quatro sistemas (Class Vp 6.1);
fase mével metanol: acetato de etila: acetonitrila (80:10:10);
fluxo da fase movel: 2,0 mL/minuto — eluigdo isocratica;

tempo de corrida: 20 minutos;

NN N N N

leitura dos cromatogramas em comprimento de onda de 450 nm.
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Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD de CPVA da Polpa do Pequi

(Caryocar Brasiliense Camb.) de Populag¢des do Estado de Maranhao
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Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD de CPVA da Polpa do Pequi

(Caryocar Brasiliense Camb.) de Populagdes do Estado de Minas Gerais
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Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD de CPVA da Polpa do Pequi

(Caryocar Brasiliense Camb.) de Populagdes do Estado de Minas Gerais
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Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD de CPVA da Polpa do Pequi

(Caryocar Brasiliense Camb.) de Populagdes do Estado de Minas Gerais
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Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD de CPVA da Polpa do Pequi de

Populagoes do Estado de Minas Gerais e Tocantins
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— APENDICE B —
CROMATOGRAMAS GASOSOS DE OLEOS ESSENCIAIS
DA POLPA DO PEQUI (Caryocar brasiliense Camb.)

Condicoes Cromatoqraficas:

Cromatdgrafo a gas Shimadzu GC-17A, equipado com detector de
ionizagdo de chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida tipo DB-5
(30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um).

Gas de arraste nitrogénio (N2), sob fluxo de 1,8 mL min™;
Temperatura do injetor 220 °C;

Temperatura do detector 240 °C;

Temperatura inicial da coluna de 40 °C (mantida por 4 min.), seguida de
aquecimento a uma proporcdo de 3 °C min™' até atingir 240 °C, mais
isoterma por 10 min;

Volume de inje¢ao 1,0 uL (1% m/v em CH,ClI, — diclorometano);
Razao de split 1:10;

Pressao da coluna 113 kPa.
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Cromatogramas Gasosos de Oleos Essenciais da Polpa do Pequi

(C. brasiliense) de Populagdes do Estado do Maranhao
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Cromatogramas Gasosos de Oleos Essenciais da Polpa do PEQUI (C.

brasiliense) de Populagées do Estado de Minas Gerais
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Cromatogramas Gasosos de Oleos Essenciais da Polpa do PEQUI (C.

brasiliense) de Populagées do Estado de Minas Gerais
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Cromatogramas Gasosos de Oleos Essenciais da Polpa do PEQUI (C.

brasiliense) de Populagées do Estado de Minas Gerais
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Cromatogramas Gasosos de Oleos Essenciais da Polpa do PEQUI (C.

brasiliense) de Populagdes dos Estados de Minas Gerais e Tocantins
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— APENDICE C —

CROMATOGRAMAS GASOSOS DE ESTERES METILICOS

DERIVATIZADOS DE OLEOS FIXOS (EXTRATO HEXANICO) DA POLPA

DO PEQUI (Caryocar brasiliense Camb.)

Condicoes Cromatogqraficas:

Aparelho  Shimadzu GCMS-PQ5050A, equipado com coluna de

polietilenoglicol, tipo Carbowax (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25

um).

Gas de arraste He, com fluxo de 1,8 mL min™";

Temperatura do injetor 220 °C;

Temperatura inicial da coluna 160 °C, isoterma por 2 min, seguido de
aquecimento a 2 °C min™ até 200 °C, seguido de aquecimento a 10 °C
min™" até 240 °C;

Volume de inje¢ao 1,0 pL (1% m/v em CH,Cly);

Razao de split 1:10;

Pressao da coluna 100 kPa;

Interface: temperatura de 240 °C, ionizag&o por impacto de elétrons (70

eV) e amplitude de varredura de 30 a 600 u.
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CROMATOGRAMAS GASOSOS DE ESTERES METILICOS DE OLEOS FIXOS
(EXTRATO HEXANICO) DA POLPA DO PEQUI (C. brasiliense) DE POPULAGOES
DO ESTADO DE MINAS GERAIS
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CROMATOGRAMAS GASOSOS DE ESTERES METILICOS DERIVATIZADOS DE
OLEOS FIXOS (EXTRATO HEXANICO) DA POLPA DO PEQUI (C. brasiliense) DE

POPULAGOES DO ESTADO DE MINAS GERAIS
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CROMATOGRAMAS GASOSOS DE ESTERES METILICOS DERIVATIZADOS DE
OLEOS FIXOS (EXTRATO HEXANICO) DA POLPA DO PEQUI (C. brasiliense) DE
POPULAGOES DO ESTADOS DO MARANHAO
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CROMATOGRAMAS GASOSOS DE ESTERES METILICOS DERIVATIZADOS DE
OLEOS FIXOS (EXTRATO HEXANICO) DA POLPA DO PEQUI (C. brasiliense) DE

POPULAGCOES DO ESTADOS DO TOCANTINS
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