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SILVA, J.V.V. Extracao e caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica do 6leo
de semente de maracuja azedo (Passiflora edulis Sims). 59F. Trabalho de
Concluséo de Curso. Graduacdo em Farmacia, Instituto Federal de Educacéao,
Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus Realengo, Rio de Janeiro,
RJ, 2022.

RESUMO

O maracuja amarelo ou maracuja azedo (Passiflora edulis Sims) é um fruto tropical
originario do Brasil, sendo este pais o maior mercado consumidor e produtor,
responsavel por cerca de 90% da producdo mundial. Apesar da importancia
econdmica deste fruto, associada a utilizacao de sua polpa como matéria-prima para
a industria alimenticia, cerca de 65% do peso total dos frutos ndo € utilizado, pois
sementes e cascas sao descartadas. O 6leo fixo extraido da semente de maracuja é
rico em minerais, tocoferdis, carotenoides, polifendis, tri-/di-/monoglicerideos e acidos
graxos essenciais. Os acidos graxos essenciais desempenham um importante papel
nas funcdes celulares normais. Sao ditos essenciais, pois ndo sdo capazes de serem
sintetizados no organismo humano, sendo necessario obté-los através da dieta. A
presenca de demais acidos graxos, principalmente o oleico, caracteriza uma possivel
aplicacdo deste 6leo em emulsdes e nanoemulsfes, uma vez que esta substancia
estd frequentemente presente em preparacdes farmacéuticas e cosméticas,
conferindo propriedades emolientes, sobreengordurantes e de promocgédo de
penetracdo e permeacdo cutanea. A literatura indica que 0s componentes presentes
no 6leo de maracuja também apresentam possivel atividade antimicrobiana, sendo
mais uma caracteristica de destaque para a industria farmacéutica e cosmética aplica-
los em suas formulacbes. Devido as suas propriedades hidratantes, nutritivas e
antimicrobianas, os 0leos vegetais sdo empregados comumente na formulacdo de
produtos topicos para a prevencdo e tratamento de problemas cutédneos. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivos: extrair o 6leo da semente do
maracuja; caracterizar seus componentes; avaliar a atividade antioxidante e
antimicrobiana in vitro, indice de acidez e acidez em acido oleico, com o objetivo de
predizer a aplicacdo deste Oleo vegetal, em especifico no desenvolvimento de
emulsdes cosméticas. O Oleo extraido neste trabalho apresentou composicdo quimica
qualitativa a prevista na literatura. Além disso, apresentou acidez e indice de acidez
dentro do estipulado pela legislacédo brasileira para 6leos brutos; em relagdo ao seu
potencial antioxidante, o material extraido esteve em consonancia com os achados na
literatura; quanto ao potencial antimicrobiano, verificou-se uma maior atividade sobre
as bactérias Gram-negativas estudadas, quando comparada as Gram-positivas.

Palavras-chave: Maracuja; Passiflora edulis Sims; Oleo fixo; Semente; Acidos

graxos.
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ABSTRACT

The yellow passion fruit or sour passion fruit (Passiflora edulis Sims) is a tropical fruit
originating in Brazil, which is the largest consumer and producer market, responsible
for about 90% of world production. Despite the economic importance of this fruit,
associated with the use of its pulp as a raw material for the food industry, about 65%
of the total weight of the fruit is not used, as seeds and peels are discarded. The fixed
oil extracted from passion fruit seed is rich in minerals, tocopherols, carotenoids,
polyphenols, tri-/di-/monoglycerides and essential fatty acids. Essential fatty acids play
an important role in normal cellular functions. They are said to be essential, as they
are not capable of being synthesized in the human body, and it is necessary to obtain
them through the diet. The presence of other fatty acids, mainly oleic, characterizes a
possible application of this oil in emulsions and nanoemulsions, since this substance
is often present in pharmaceutical and cosmetic preparations, conferring emollient,
supergreasing and skin penetration and permeation properties. The literature indicates
that the components present in passion fruit oil also show signs of antimicrobial activity,
which is another prominent feature for the pharmaceutical and cosmetics industry to
apply them in their formulations. Due to their moisturizing, nutritive and antimicrobial
properties, vegetable oils are commonly used in the formulation of topical products for
the prevention and treatment of skin problems. In this context, the present work aimed
to: extract oil from the passion fruit seed; identify and characterize its components; to
evaluate the in vitro antioxidant and antimicrobial activity, acidity index and acidity in
oleic acid, in order to predict the application of this vegetable oil, specifically in the
development of cosmetic emulsions. The oil extracted in this work presented
qualitative chemical composition as predicted in the literature. In addition, it presented
acidity and acidity index within the limits established by Brazilian legislation for crude
oils; in relation to its antioxidant potential, the material extracted was in line with the
findings in the literature; as for the antimicrobial potential, there was a greater activity
on the Gram-negative bacteria studied, when compared to the Gram-positive ones.

Keywords: Passion fruit; Passiflora edulis Sims; Fixed oil; Seed; Fatty acids.
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1 INTRODUCAO
1.1 MARACUJA: REAPROVEITAMENTO E IMPACTO AMBIENTAL

O maracuja amarelo ou maracuja azedo (Passiflora edulis Sims) € um fruto
bastante consumido no mundo, sendo o Brasil o principal produtor e consumidor,
responsavel por cerca de 90% da producdo mundial (PUROHIT et al., 2021). Em
2019, a producao anual do pais foi estimada em 690.364 toneladas, onde a regido
nordeste apresentou a maior participacdo da producéo (71,2%). Apesar da grande
participacdo nos mercados produtor e consumidor de maracuja e alimentos em geral,
o Brasil € o pais da América Latina que mais pratica o desperdicio, com perda de
aproximadamente 26 milhdes de toneladas/ano de alimentos (EMBRAPA, 2020).
Colaborando com isso, a industria alimenticia ocupa uma parcela significativa no
ambito de desperdicio de alimentos. Trabalhos indicam que 1,3 bilhdes de toneladas
de comida s&do desperdicadas mundialmente/ano, sendo 0,5 bilhdo de frutas e
vegetais (SILVA et al., 2020).

No processo de industrializacdo do maracuja, ha o aproveitamento quase que
exclusivo da polpa para a producéo de bebida, geleia, sorvete, torta, doce entre outros
produtos. No Brasil, 0 suco de maracuja é o terceiro maior em producdo, atras
somente dos sucos de laranja e de caju. O maracuja é composto pela sua casca,

albedo e sementes (Figura 1).

Figura 1 — Anatomia do maracuja. Polpa (A); albedo (B); casca (C).

Fonte: Oliveira (2020).

As partes ndo comestiveis dos alimentos costumam ser tratadas como residuos
e descartadas, entretanto, ha a possibilidade de utilizar estes componentes dos frutos
para a preparagdo de diversos produtos, visando agregar valor nutricional aos
mesmos (CUNHA; CATTELAN, 2019). Na Tabela 1, é possivel observar algumas
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alternativas para a utilizacdo das partes ndo comestiveis do fruto de maracuja

encontradas na literatura.

Tabela 1 — Utilizagao do albedo, casca e semente/farelo do maracuja na elaboragéo de novos
produtos.

Residuo do maracuja Produto Referéncia

. Carneiro, Bezerra e Guedes
Doce de goiaba

(2009)
Albedo Macarréo espaguete Spanholi e Oliveira (2009)
Barra de cereais Bordim (2017)
Farinha para utilizagao em Oliveira e colaboradores (2019)
bolos
Rac0@es para frango Togashi e colaboradores (2008)
Casca Biscoitos Lupatini e colaboradores (2011)
P&o de forma Moraes e colaboradores (2017)
Semente/Farelo Cereal matinal Leoro (2007)

Fonte: Autor (2022).

A farinha obtida da casca de maracuja pode ser utilizada em produtos com o
objetivo de ser adjuvante no tratamento de doencas metabdlicas, como a diabetes,
pois auxilia na reducéo dos niveis de glicemia; a farinha obtida do albedo possui o
potencial de ser aplicada no enriquecimento nutricional de produtos carneos; as
sementes costumam ser utilizadas na industria cosmética para o desenvolvimento de
formulac6es com acao esfoliante, além disso, o 6leo fixo de maracuja extraido da
semente apresenta composicao quimica semelhante ao 6leo de girassol, podendo
também ser aplicado nesta indUstria para o desenvolvimento de formulacdes topicas,
por exemplo (MOURA et al., 2021).

1.2 OLEO DE MARACUJA: COMPOSICAO E APLICABILIDADE

Os Oleos fixos integros sdo as matérias-primas de composicéo principal dos
cosmeéticos naturais, uma vez que conferem emoliéncia, hidratagdo e textura suave
ao produto, além de proporcionar nutricdo da pele e cabelos devido a presenca de
vitaminas e sais minerais com propriedades funcionais. Os principais componentes
graxos nos Oleos vegetais sdo o acido oleico, linoleico e linolénico (MATOS;
DOURADO; PEREIRA, 2015). Tanto o acido linoleico quanto o linolénico podem ser

utilizados para cicatrizacéo de feridas e regeneracdo cutanea. Tais &cidos graxos, nao
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podem ser sintetizados devido a auséncia da enzima delta 9-dessaturase, o que 0s
torna acidos graxos essenciais (AGEs) (PERINI et al., 2010).

E possivel encontrar acidos graxos (AGs) em diversas fontes na natureza
como por exemplo em 6leos vegetais (girassol, maracuja, milho), sendo comumente
empregados na industria cosmética. Possuem cadeia carbonica variando de 4 a 28
atomos de carbonos e, além disso, podem ser classificados em saturados (sem
ligacbes duplas), monoinsaturados (apresentam apenas uma dupla ligagdo) e
poliinsaturados (apresentando mais de uma dupla ligacédo). Estas biomoléculas ainda
sdo subdivididas em cis e trans, de acordo com a sua estereoespecificidade nos
pontos de insaturacdo. Os AGs podem ser encontrados na forma livre ou ligados
covalentemente a uma molécula de glicerol, formando tri-, di- e monoglicerideos
(TAKAHASHI, 2010).

As sementes do maracuja sao ricas em fibras, minerais, lipideos e proteinas.
Os lipideos provenientes das sementes sdo considerados boas fontes de acidos
graxos, essenciais ou ndo, que podem ser utilizados nas inddstrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética. O acido linoleico (w-6) é um dos principais acidos graxos
do 6leo da semente de maracuja (55-66%), seguido pelo acido oleico (w-9) (18-20%),
acido palmitico (10-14%) e esteérico (2-3%). Ja o acido linolénico (w-3) é encontrado
em menor quantidade (0,8-1%) (TAKAM et al, 2019). As estruturas quimicas dos
acidos graxos presentes no 0leo fixo da semente de maracuja estdo dispostas na

Figura 2.

Figura 2 — Estrutura quimica dos acidos graxos presentes no 6leo de semente de maracuja.
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]
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Fonte: Autor (2022).
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Em relacdo aos compostos minoritarios, observa-se a presenca de y- e o-
tocoferol (vitamina E) e polifendis, que conferem efeito antioxidante e aumentam o seu
tempo de vida util (BAETA, 2018; REZVANKHAH et al., 2019).

Os AG w-6 e w-3 sao primordiais para diversas func¢des celulares normais,
atuam como substrato para a sintese de acidos graxos polinsaturados de cadeia
longa, como os acidos araquiddnico e eicosapentaendico, que atuam na integridade
e fluidez das membranas, atividade das enzimas de membrana, interagdes lipidio-
proteina e sintese de eicosandides como as prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos (MOREIRA; CURI; MANCINI, 2002).

Ja é sabido da literatura o poder de reversdo e cura de feridas na pele e
dermatoses cutaneas apOs aplicacdo topica de 6leo de semente de girassol, que
contém alta concentracdo de acido linoleico. Por conta disso, e de sua elevada
concentracdo de vitamina E, esse 6leo € muito utilizado na preparacao de emulsées
cosméticas e medicamentosas. Vale ressaltar que, esses mesmos componentes
funcionais do éleo fixo do girassol, que promovem hidratac&o e tratamento de escaras,
também podem ser encontrados no 6leo fixo de semente de maracuja (LOPES et al.,
2010; LANIA, 2018).

Desde o inicio da década de 1990, os AGEs e triglicerideos sao utilizados no
Brasil na prevencao de lesdes por pressdo no ambito hospitalar, apresentando um
aumento em seu consumo nos anos 2000, com a entrada de diversas marcas no
mercado brasileiro. Estes produtos apresentam indicacdo, segundo as suas
respectivas bulas, para o tratamento e prevencéo de todos os tipos de lesbes, como
Ulceras por pressao e ulcera venosa de estase, com ou sem infeccdo (FERREIRA et
al., 2012).

Os AGs possuem trés fungdes basicas e essenciais no organismo animal, que
sdo: atuar como precursores de mensageiros intracelulares, compor estruturas de
membranas bioldgicas e, como fonte de energia através da geragdo de adenosina
trifosfato (SOUSA, 2018).

O w-6 apresenta diversas fungfes na modulagéo do sistema imunolégico, como
por exemplo: indugéo da granulacdo do leito da ferida, estimulando a cicatrizacao;
regulacédo da producéo de colagenase e influéncia na quimiotaxia de macrofagos;
acao antimicrobiana, inibindo o crescimento de algumas espécies bacterianas, como

o Staphylococcus aureus. Destaca-se a importancia do w-6, pois este é precursor do



17

acido araquidonico. Este ultimo gera diversas moléculas essenciais para 0 processo
inflamatorio e cicatricial (SILVA; SILVA, 2013).

O w-3 é um dos &cidos graxos mais encontrados na epiderme, sendo um
constituinte relevante do fator de hidratacdo natural da pele, promove a nutricdo
celular e, assim como 0 w-6, possui acao antimicrobiana. Estudos recentes sugerem
a aplicacdo do &cido linolénico para a prevencdo e no tratamento auxiliar de
photoaging, cancer de pele, dermatites, hiperpigmentacdo e feridas cutaneas
(HUANG et al, 2018).

Ja o0 w-9, um dos componentes majoritarios do Oleo fixo da semente de
maracuja, comumente presente em preparacdes farmacéuticas e cosméticas, como
sabdes, sabonetes e emulsdes, confere propriedades emolientes,
sobreengordurantes e de promocao de penetracdo e permeacao cutanea (SOUZA et
al, 2022).

Os acidos palmitico e estearico sao importantes constituintes, em conjunto
com o colesterol e ceramidas, da barreira cérnea existente na epiderme, protegendo-
a contra a permeacao de substancias externas, estando presente em mais de 90%
das formula¢gdes cosméticas. Nessas formulacbes, sdo capazes de trazer beneficios
estruturais, como densidade para micelas e consisténcia para a fase oleosa, bem
como hidratacédo, emoliéncia, elasticidade e maciez para a pele (AZIZ et al., 2021).

Em razdo da presenca desses componentes, 0s 6leos vegetais possuem uma
importante aplicagdo na dermatologia para o tratamento de diversas doencgas
cutaneas, como dermatite atépica, psoriase, xerosis, entre outras condi¢des, devido
as suas caracteristicas nutritivas, emolientes, oclusivas, hidratantes e antibacterianas
(SARKAR et al., 2017).

1.3 JUSTIFICATIVA

O trabalho atual compreende parte de uma linha de pesquisa que visa a
utilizagdo de residuos de frutas nas areas de alimentos e cosméticos, sendo
constituida de dois projetos com o fruto do maracuja azedo: 1) obtencéo de alimentos
funcionais a partir da farinha da casca do maracuja; 2) desenvolvimento e
caracterizacdo de emulsdes cosméticas utilizando 6leo de semente de maracuja. O
presente trabalho de conclusédo de curso € o terceiro a ser desenvolvido na tematica

do segundo projeto mencionado acima, sendo o primeiro publicado por Silva (2017)
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intitulado “Extracdo do 6leo da semente do maracuja (Passiflora edulis Sims) e
avaliacao inicial de sua incorporacdo em emulsdes”, e o segundo por Oliveira (2020)
sob o titulo “Extracéo e caracteriza¢éo do 6leo da semente do maracuja para utilizacédo
no desenvolvimento de emulsdes cosméticas”.

Este estudo apresenta uma perspectiva ambiental, pois utiliza subprodutos que
sdo comumente descartados pelas industrias: as sementes do maracuja. Neste
projeto, foi utilizado apenas o 6leo das sementes, entretanto ap0s a extracao deste,
as sementes residuais foram doadas para serem trituradas e utilizadas na obtencao
de sabonetes esfoliantes em outros projetos e aulas praticas do curso de Farmacia.

O trabalho em questéo servira de importante base para estudos futuros sobre
a potencial aplicabilidade do 6éleo fixo proveniente da semente do maracuji no
desenvolvimento de formulagfes topicas medicamentosas e cosméticas. A presenca
de um alto teor de acidos graxos e outras substancias (tocoferol, acido ascorbico,
betacaroteno, calcio, flavonoides, fosforo e potassio) sugerem que este 6leo tenha
um grande potencial de acéo regeneradora e cicatrizante. Por conseguinte, se mostra
ainda mais importante, pois ndo ha relatos da utilizacao de tal 6leo fixo na industria
cosmética e/ou farmacéutica com tal finalidade, apenas estudos a nivel académico
(SOUZA et al, 2022).

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo geral

O objetivo deste projeto foi realizar a extracéo e caracterizacao quimica, fisico-
guimica e a avaliacdo microbiologica do 6leo das sementes do maracuja amarelo

(Passiflora edulis Sims).

1.4.2 Objetivos especificos

e Realizar em laboratério a extracdo quimica do 6leo da semente do maracuja
com Soxhlet;

e Determinar, por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectroscopia de Massas Sequencial (CLAE-EM/EM), o perfil de acidos
graxos presentes no 0Oleo extraido;

e Determinar o indice de acidez e acidez em acido oleico do 6leo de semente de

maracuja extraido;
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e Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro do 6leo de semente

de maracuja extraido.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA
2.1.1 Levantamento Bibliografico

Ao realizar um levantamento bibliografico, foram estudadas dissertacoes,
artigos cientificos e documentos oficiais para buscar o perfil caracteristico de &cidos
graxos que deveriam ser encontrados no 6leo da semente do maracuja. Esse mesmo
levantamento foi realizado sobre as metodologias de separacdo da semente do fruto
de maracuja, sobre os diferentes solventes utilizados na extracdo quimica para
obtencdo de Oleos fixos, e os melhores métodos para a avaliacdo do perfil
antioxidante. Dessa forma foi tragada a metodologia a ser utilizada na parte
experimental do trabalho.

Foram consultadas as bases de dados Biblioteca Eletronica Cientifica Online
(Scielo), Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos (PubMed) e Google
Académico, no periodo de agosto de 2021 a maio de 2022. Foram utilizadas as
seguintes palavras-chave com ou sem combinacao entre si, tanto em portugués como
em inglés: “6leo de maracuija, lipideos, sementes de maracuja, Passiflora edulis, perfil
lipidico, acidos graxos Passiflora edulis, extracédo de 6leo, extracdo a quente, extracao
quimica, extracdo por Soxhlet, extracdo de sementes por solventes, extracao de
lipideos, extracdo por solventes, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana,
acidez, CLAE-EM/EM, cromatografia, espectroscopia, electrospray”. Como critério de
inclusdo, foram consideradas algumas fontes anteriores ao periodo priorizado

(dltimos 10 anos), selecionadas com a finalidade de aprofundar a discusséao.

2.1.2 Obtencéo e preparo da semente de maracuja

Os frutos de maracuja foram obtidos em diversos mercados e hortifruti da Zona
Oeste da cidade do Rio de Janeiro. Os frutos escolhidos apresentavam estado de
desenvolvimento préximo a maturacdo e/ou maduros. Estes estados de
desenvolvimento do fruto de maracuja foram selecionados, pois sdo nesses estagios
de maturacdo que os frutos costumam ser destinados & indastria e adquiridos pelo

consumidor. Botelho e colaboradores (2019) afirmam que um dos critérios mais
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importantes adotados pela industria na selecdo do fruto € o seu diametro equatorial,
pois frutos com maior diametro apresentam indiretamente maior peso e rendimento
de polpa.

Para a separagdo das sementes do arilo foi utilizada a juncdo de duas
metodologias: Silva (2017) onde se utiliza agua quente e Oliveira (2020), em que se
promove a agitacdo com agua em de aparelho liquidificador.

Na atual metodologia, a agua foi aquecida até ebulicdo branda. Utilizou-se um
liquidificador doméstico onde foram adicionados 600 mL de agua quente e o contetdo
de quatro maracujas. Foram realizados ciclos completos até separacdo completa da
semente, cada ciclo com 4 pulsos (Figura 3). Ao final de cada ciclo, o contetdo do
liquidificador foi transferido para uma peneira e lavado com &gua corrente
pressionando as sementes contra a peneira. Ap0s a separacdo completa das
sementes do arilo, estas foram congeladas em um congelador doméstico para uso

posterior.

Figura 3 — Fluxograma correspondente a um ciclo para a obtencéo da semente.

Maracuja

Peneira e dgua Recolocar as

Liquidificador 3 corrente ™ sementes no

/ liquidificador
Agua quente ‘ Reiniciar ciclo até \

separagdo completa da
sementes

Fonte: Autor (2022).

Apbs a separacgdo, as sementes foram congeladas em refrigerador domeéstico,
sendo retiradas 48 horas antes da realizacéo da extracéo do Oleo para um processo
de descongelamento a temperatura ambiente (25°C), seguida de secagem em estufa

a 105°C durante 30 minutos e trituragdo em liquidificador industrial (Figura 4).
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Figura 4 — Sementes de maracuja secas (A) e trituradas (B).

Fonte: Autor (2022).

2.1.3 Extracdo do 6leo da semente de maracuja

A extracdo do 6leo seguiu a metodologia de Cecchi (2003), tendo sido utilizado
um baldo de fundo redondo de 250mL, um extrator Soxhlet, onde se localiza o
cartucho com a amostra (conforme item 2.1.2), e um condensador de bolas (Figura
5). Os solventes utilizados foram a acetona e o hexano, separadamente, ambos em
sua temperatura de ebulicdo, 56°C e 69°C, respectivamente. ApGs a extracdo de 4
horas para ambos os solventes, a proxima etapa foi levar o baldo contendo o solvente
e 0 Oleo para o rotaevaporador (Rotavapor RIl/Vacuum Controller V-850) nas
condi¢cOes estabelecidas na biblioteca do equipamento para o hexano (temperatura
de ebulicdo: 19°C; presséao: 150 mbar) e acetona (temperatura de ebulicdo: 19°C;
pressdo: 229 mbar), respectivamente, a fim de realizar a separagcédo Oleo/solvente.
Posteriormente, o 6leo extraido com hexano foi colocado em estufa a 105°C,
enquanto aquele extraido com acetona ficou em estufa a 75°C, ambos até atingir peso

constante.
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Figura 5 — Aparelhagem de extrac@o pelo método Soxhlet.
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Fonte: Autor (2022).

2.1.4 Célculo do rendimento das extracdes

O rendimento foi calculado baseado na metodologia descrita por Oliveira
(2020) com a finalidade de comparar a eficiéncia de extracdo dos dois solventes
utilizados no trabalho (hexano e acetona). Ambos os calculos foram realizados de

acordo com a Equacéo 1:

% Rendimento = (massa 6leo/massa amostra) x100 (Eq. 1)
Onde:
massa do 6leo = massa total, em gramas, do 6leo obtido na extracéo,
massa da amostra = massa total, em gramas, da amostra utilizada (sementes

trituradas).

2.1.5 Determinacdo do perfil dos acidos graxos

Para comparar com o levantamento bibliografico o perfil de acidos graxos
presentes no 6leo extraido, foi realizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM). Em
relacdo a cromatografia, foi utilizado o sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia Prominence, da Shimadzu e coluna Zorbax C18 50 x 4.6 mm, 1.8 um de
tamanho de particula, da Agilent, com fase movel (A) (Agua ultrapura em pH 5,2
ajustado com acetato de aménio 5 mM) e fase movel (B) (Isopropanol) em gradiente

previamente programado (01 min/10% de fase mével B; 10 min/80% de fase movel
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B; 25 min/80% de fase movel B; 27 min/ 10% de fase movel B; 35 min/10% de fase
movel B), sendo as amostras diluidas 1000x em solucédo de cloroférmio/isopropanol
1:4 vlv, volume de injecéo de 10 uL, com vazdo de fase moével de 0,3 mL.mint e
temperatura de forno de 50°C.

Para a EM, foi utilizado o equipamento Amazon SL, configuracdo ESI-lon Trap,
da Bruker, com faixa de varredura de 50 - 700 m/z e fonte de ionizagdo por
electrospray (ESI, do acrbnimo em inglés), temperatura da fonte de ionizagéo de
300°C e modo de aquisicdo com Média de 2 espectros por medida, Full Scan MS1
para a espectroscopia de massas com polaridade negativa.

Este teste analitico foi conduzido nos 6leos extraidos por ambos os solventes,
em parceria com o Centro de Espectrometria de Massas de Biomoléculas do Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

2.1.6 Determinacdo da acidez e indice de acidez

A metodologia do Instituto Adolf Lutz (2008) foi utilizada para a determinagao
do indice de acidez (IA) e a acidez em &cido oleico na amostra de 6leo extraido tanto
com o hexano, quanto com a acetona. As amostras extraidas por ambos 0s solventes
(hexano e acetona) foram homogeneizadas no estado liquido e pesadas (2g para
cada amostra) em Erlenmeyer de 125 ml. Foi adicionado 25 ml de solucéo éter-alcool
(2:1) neutra, e apds, adicionou-se 2 gotas de indicador fenolftaleina. Titulou-se a
amostra com solugdo padronizada de hidréxido de potassio 0,1 mol.L? até o
aparecimento da coloracdo résea, a qual indica o término do processo titrimétrico.

Os célculos foram realizados de acordo com as Equacgfes 2 e 3 para o indice

de acidez e para a acidez em &cido oleico, respectivamente:

IA=V «f+ M * 561/ P, (mg KOH/g) (Eq. 2)
Acidez em acido oleico =V = f x M * 28,2/ P, (% m/m) (Eq. 3)

Onde:
IA = Iindice de Acidez
V = quantidade, em mL, de solugéo de hidréxido de potassio 0,1 mol.L* utilizado na
titulacao
f = fator da solug&o de hidroxido de potassio
M = Molaridade da solucé&o de hidréxido de potassio (em mol.L?)

P = quantidade em massa utilizada da amostra
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28,2 = massa do acido oleico (282 g/mol)/100

A primeira caracterizacdo do indice de acidez e acidez em &acido oleico foi
realizada logo ap0s a extragdo, em novembro de 2021 e a segunda cinco meses
depois, em abril de 2022, com o0 objetivo de avaliar a estabilidade do dleo.

2.1.7 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o radical DPPH (2,2 -
difenil-1-picril-hidrazil), de acordo com a metodologia utilizada por Rufino e
colaboradores (2007). A solucédo contendo o DPPH foi preparada em metanol como
preconizado, enquanto os Oleos extraidos com ambos os solventes, em alcool
isopropilico, separadamente. Foram calculadas a massa necesséaria em gramas para
reduzir em 50% a concentragéo inicial do radical DPPH (ECso) e a percentagem de
inibicdo do radical DPPH (%AA). Os calculos foram realizados de acordo com as
Equacbes 4 e 5.

ECso expresso em g fruta / g DPPH = (ECso (mg.L ™) / 1.000 x 1) / g DPPH (Eq.4)
Onde:
ECso = massa necessaria em gramas para reduzir em 50% a concentracéo inicial do
radical DPPH
AA (%) = 100 — ((AbSamostra ~AbSbranco)X100)/AbScontrole (EQ.5)

Onde:
AA (%) = percentagem de atividade antioxidante
Absamostra = absorbancia da amostra
Absbranco = absorbancia do branco
AbsScontrole = absorbéncia do controle

Este teste analitico foi conduzido nos 6leos extraidos por ambos os solventes,
em parceria com o Laboratério de Oleos Vegetais da Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

2.1.8 Avaliacéo da atividade antimicrobiana in vitro
2.1.8.1 Método de difusdo em agar

O método de difusdo em agar foi adaptado de Pinho e Souza (2018). O 6leo
foi testado em sete micro-organismos padrées (American Type Culture Collection —
ATCC): trés Gram-negativos (Escherichia coli ATCC 25922 e ATCC 35218 e
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603) e quatro Gram-positivos (Staphylococcus
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aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus
hominis ATCC 27844 e Staphylococcus warneri ATCC 10209).

Dos micro-organismos utilizados, dois apresentam mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos: a Escherichia coli ATCC 35218 produtora de beta-lactamase e
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, produtora de beta-lactamase de amplo
espectro. Discos de papel filtro estéreis foram impregnados com 10 pL do 6éleo fixo
de semente de maracuja (puro, Y2 viv e ¥4 viv em dimetilsulfoxido - DMSO), e
depositados sobre as placas de agar Mueller-Hinton inoculadas com as amostras
bacterianas.

Apoés a incubacdo em estufa a 37°C por 24 horas, a atividade antibacteriana
foi determinada através da medida do didmetro da zona de inibi¢do (mm) ao redor de
cada disco. Os solventes utilizados na extracdo, hexano e acetona, e o DMSO foram
utilizados como controle negativo. Na Figura 6 é possivel visualizar o significado da

numeracao dos discos e a disposi¢cdo dos mesmos sobre a placa.

Figura 6 — Disposicao das amostras de 6leos extraidos e controles negativos na placa de Petri para
avaliacdo da atividade antimicrobiana.

Legenda: (1) 6leo bruto extraido com hexano, (2) éleo extraido com hexano na diluicdo Y2, (3) éleo
extraido com hexano na diluicdo Y4, (4) 6leo bruto extraido com acetona, (5) 6leo extraido com acetona
na diluicdo ¥, (6) 6leo extraido com acetona na diluicdo %, (7) DMSO, (8) hexano e (9) acetona.
Fonte: Autor (2022).
2.1.8.2 Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM)

A determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo.
A metodologia escolhida para avaliar a atividade antimicrobiana é adaptada de
Pereira (2017). O dOleo foi testado nos mesmos micro-organismos citados acima.

Foi considerada CIM a menor concentracdo de 6leo fixo em que ndo houve

crescimento bacteriano visivel. O caldo Mueller-Hinton inoculado foi utilizado como
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controle positivo, enquanto os controles negativos foram realizados em caldo Mueller-
Hinton, solucéo salina estéril, nos 6leos e seus respectivos solventes utilizados para
a extracdo. A maior concentracdo testada foi 6leo puro (1000 mg/mL — 100%) a partir
desta foram feitas diluicbes em série até atingir a concentracao final de 125 mg/mL
(1,25%). A CBM foi considerada a menor concentracdo de 6leo na qual ndo houve
formacdo de colbnias nas placas de TSA apds 24 h de incubacdo a 37°C (CLSI,
2021).

2.1.9 Analises Estatisticas
Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como a média (+ desvio padréo). As andlises estatisticas foram realizadas através de

testes de estatistica descritiva (média e desvio padrdo) no Excel®.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.2.1 Obtencdo e preparo da semente de maracuja

A partir de uma analise prévia percebeu-se que a unido das duas metodologias
de separacdo de sementes utilizadas anteriormente no projeto “Desenvolvimento e
caracterizacdo de emulsdes cosméticas utilizando 6leo de semente de maracujd”
(Silva (2017) e Oliveira (2020)), poderia diminuir a quantidade de &gua utilizada no
processo e o tempo de separacdo. Na metodologia adotada por Silva (2017), as
sementes passaram pelo processo de lavagem com agua quente com a finalidade de
separar completamente o arilo e a mucilagem. Ja no trabalho de Oliveira (2020),
adicionou-se as sementes com arilo e mucilagem no liquidificador (protegendo as
hastes com fita adesiva para evitar a trituracdo das sementes) com agua e utilizou-se
a fungao “pulsar” do liquidificador. Com a agitagao do liquido e pela mucilagem ser
menos densa, ha uma separac¢do dos componentes, onde a mucilagem encontra-se
no sobrenadante enquanto as sementes, ficam depositadas no fundo.

Na Tabela 2, encontra-se a comparacao entre as trés metodologias.

Tabela 2 — Comparacéo entre as metodologias para a obtencdo das sementes durante o projeto.

Metodologia Quantidade de Quantidade de agua utilizada Tempo gasto
maracuja’ (mL)*? (min)!
Silva (2017) 2 5000 30
Oliveira (2020) 2 3600 40
Autor (2022) 4 600 30-40

Indo foi realizada andlise estatistica para este dado; 2sem levar em consideracdo a agua utilizada
durante a lavagem com agua corrente
Fonte: Autor (2022)
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Portanto, a adocdo de uma metodologia para a obtencdo das sementes que
objetive a menor utilizacdo de agua, como a utilizada neste trabalho, compactua com
0 escopo do projeto (SANTOS et al., 2019). Como destacado anteriormente, este
projeto apresenta um viés ambiental e renovavel uma vez que utiliza as sementes de

maracuja, que sao consideradas um subproduto da
principalmente.

industria alimenticia,

2.2.2 Extracdo do 6leo da semente de maracuja

Este estudo utilizou a metodologia de extracdo por solvente em Soxhlet
objetivando dar continuidade ao trabalho desenvolvido por Silva (2017) na propria
instituicdo. Segundo a autora, a extragédo por solvente em Soxhlet se mostrou a de
melhor escolha para a realidade do IFRJ campus Realengo, além de ser um método
comumente utilizado para este fim e de baixo custo.

Para melhorar o aspecto macroscopico do 6leo extraido com acetona e,
consequentemente, o da formulagcdo onde ele futuramente sera veiculado, foi
empregada a técnica de centrifugacdo. Para isto, a amostra foi adicionada em tubos
Falcon de 25 mL e, posteriormente levada a centrifuga (CENTRIBIO) a 3000 rpm por
10 minutos. O resultado obtido pode ser visualizado na Figura 7.

O sobrenadante (6leo sem residuos) foi pipetado e reservado em vidro ambar.
O 6leo com residuos (corpo de fundo) também foi reservado para estudos posteriores

de metodologias para sua clarificacao e identificacdo dos compostos presentes.

Figura 7- Oleo extraido com acetona anterior (A) e posteriormente (B) & centrifugacao.
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Fonte: Autor (2022)
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Os achados deste trabalho corroboram com os encontrados por Oliveira (2020)
em relacdo a caracteristica macroscopica do 6leo. Como pode ser observado na
Figura 8, o dleo extraido com acetona apresenta uma coloracdo mais escura que 0
obtido por hexano, sendo este ultimo considerado de melhor caracteristica
macroscopica (coloracdo) objetivando sua aplicacdo posterior em emulsdes

cosméticas.

Figura 8 — Oleo de maracuja com solvente hexano (A) e acetona (B)
-

Fonte: Autor (2022)

A literatura fornece algumas possiveis explicacdes para esta caracteristica: 1)
a passagem do solvente polar, acetona, pelas estruturas expostas das células
contribuem para o arraste de possiveis pigmentos polares (xantofilas e carotenos); 2)
o fato de a acetona possuir um ponto de ebulic&o inferior ao do hexano, 56°C e 70°C,
respectivamente, acarreta numa maior velocidade de renovagéo do solvente e,
consequentemente, num contato do solvente com as sementes mais frequente; 3) a
utilizacdo de um solvente polar, como acetona, na extragdo proporciona o arraste de
outros compostos que podem favorecer a coloracdo escura do Oleo como
carboidratos, proteinas, que sob aquecimento, geram produtos da reacéao de Maillard
(LIMA, 2019; COLETTI; TAVARESA; BENDASSOLLI, 2019; SILVA; SANTOS;
JULIANO, 2018; BRUM; ARRUDA; REGITANO, 2009).

2.2.3 Rendimentos das extracdes por Soxhlet
Os dados de rendimento obtidos utilizando os dois solventes deste estudo
(hexano e acetona), tanto no presente trabalho como em estudos anteriores, estao

demonstrados na Tabela 3.
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Os valores de rendimento encontrados para os 0leos extraidos com hexano e
acetona, no presente trabalho, foram de 17,73% * 1,81% e 20,17% + 2,34%,
respectivamente. Oliveira (2020) obteve rendimentos de 11,8% e 10,3% para o 6leo
de semente de Passiflora edulis extraido com hexano e acetona, respectivamente,
valores menores aos encontrados neste trabalho, assim como Silva (2017), que
alcancou um valor de 16,45% para a extracao utilizando acetona. Em contrapartida,
outros autores encontraram valores de rendimentos superiores aos encontrados

neste trabalho, independente do solvente utilizado.

Tabela 3 — Rendimentos obtidos para extracdo do dleo de semente de maracuja em Soxhlet

com diferentes solventes.

Rendimentos (%)

Autores Hexano Acetona

Barbieri (2014) 29,50 -

Cardoso e colaboradores (2015) - 22,30

Pereira (2017) 26,12 22,19

Silva (2017) - 16,45

Doutel e colaboradores (2018) - 22,30
Lima (2019) 26,53 -

Oliveira (2020) 11,8 10,3

Autor (2022)! 17,73+1,81 20,17 +2,34

ldados referentes ao presente trabalho
Fonte: Autor (2022)

Hexano e acetona sao solventes comumente utilizados para a extracao de
Oleos vegetais. Quando se observa a literatura sobre o rendimento das extracdes
realizadas com os dois solventes, o hexano apresenta rendimento maior ao da
acetona, situacdo que nao € observada neste trabalho. Fatores como o grau de
umidade residual presente apdés a secagem; grau de trituragdo da semente;
quantidade de solvente utilizada, e o tempo de extragcdo preconizado possuem um
grau de interferéncia no rendimento das extracdes de 6leos vegetais (COSTA, 2016).

Aquino e colaboradores (2009) buscaram avaliar o efeito do método e tempo
de secagem (teor de umidade) sobre o teor de Oleo de pequi extraido com hexano.
Eles observaram que existe uma correlacdo positiva entre o tempo, a temperatura de
secagem e o teor de Oleo extraido, como observado na Tabela 4. Através dos valores
dispostos na tabela, é possivel observar que valores superiores de rendimento foram
obtidos nas condigcbes de analise onde havia maiores tempos de secagem

independente das temperaturas.
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O autor levanta possiveis explicacdes para este fendmeno, como o poder de
extracdo de solventes apolares sofrer uma modulacéo positiva com baixos teores de
umidade, além de a secagem propriamente dita facilitar o rompimento da estrutura
celular, contribuindo para a exposicdo dos componentes intracelulares. A secagem
em estufa a 105°C durante 30 minutos adotada neste trabalho pode néo ter sido eficaz
para eliminar uma porcdo da umidade presente nas sementes ap0s o0 processo de
separacdo da mesma de seu arilo, interferindo principalmente na extragéo utilizando
0 hexano como solvente.

Tabela 4 — Teor de umidade e de 6leo de pequi desidratado.

Tratamento Teor de umidade final (%) Teor de 6leo (%)
T1 10,37 42,5
T2 2,93 59,0
T3 20,53 46,0
T4 0,96 52,2
T5 7,41 39,1
T6 1,36 59,4

T1 — secagem ao sol por 4 horas; T2 — secagem ao sol por 12 horas; T3 — secagem
em estufa a 40 °C por 4 horas; T4 — secagem em estufa a 40 °C por 19 horas; T5 —
secagem em estufa a 60 °C por 4 horas; e T6 — secagem em estufa a 60 °C por 16

horas.

Fonte: Adaptado de Aquino e colaboradores (2009).

Silva (2017) observou que o rendimento da extracdo do 6leo de maracuja
realizado com acetona era maior no grupo com sementes trituradas (16,45%) quando
comparado ao grupo de sementes nado trituradas (2,46%), corroborando com
Carvalho (2011) que demonstrou que o0 processo de extracdo é favorecido pela
moagem, pois facilita os processos de dissolucdo e difusdo do 6leo devido a maior
superficie de contato com o solvente. Portanto, o grau de trituragdo das sementes
pode ter interferido na extracdo, uma vez que ndo houve uma padronizacdo da
granulometria do triturado.

Massa, Garcia e Silva (2015), analisaram a influéncia de algumas variaveis na
extracdo assistida por ultrassom do 6leo das sementes de maracuja, entre elas o
volume utilizado para a extragdo. Os autores afirmam que quanto maior o volume
preconizado na extracao, maior o rendimento. O trabalho ndo buscou elucidar a razéo
pela qual este resultado foi visualizado, entretanto, existe a possibilidade de o
solvente alcancar sua saturacdo de compostos sollveis no meio avaliado (condigédo
sink) (FERREIRA, 2007).
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Segundo Correia, Souza e Sousa (2010), no estudo da extracdo do Oleo da
semente de girassol por solventes, o tempo de extracao ideal utilizando o hexano é
de 6 horas, pois quando comparada a extracdo realizada por 4 horas ha um ganho
de 0,49% no rendimento. Os autores também analisaram o rendimento realizando o
procedimento por 8 horas, evidenciando um ganho de apenas 0,1%. Para o solvente
polar escolhido no trabalho (etanol), o tempo 6timo também foi de 6 horas,
representando um ganho de 2,79% em relagéo a extragao finalizada em 4 horas.

No presente trabalho, o tempo preconizado para a extracdo utilizando hexano
e acetona foi de 4 horas, devido a falta de disponibilidade de laboratério e a
instabilidade da rede elétrica, o que pode ter contribuido para possiveis interferéncias

nos resultados da extragao.

2.2.4 Determinacdao do perfil dos acidos graxos

Através de uma pesquisa realizada na literatura, observou-se que os acidos
graxos encontrados no Oleo extraido das sementes de maracuja sdo os saturados
(palmitico e esteédrico), monoinsaturados (oleico) e poli-insaturados (linoleico e
linolénico). No quadro 1, esta descrita a comparacao na concentracdo de cada acido
graxo nos 6leos de maracuja e girassol. Os acidos predominantes em ambos os 6leos
sao linoleico, oleico e palmitico, respectivamente. Os 06leos apresentam dois acidos
graxos conhecidos como essenciais: linoleico e linolénico, sendo a concentracdo do
primeiro superior a do segundo (NGAKOU TAKAM et al, 2019).

A composicao qualitativa do 6leo estudado neste trabalho € bastante similar a
composicdo de outro 6leo vegetal largamente utilizado na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética, o 0leo de girassol (Quadro 1). Sua atribuicdo na producao
de cosméticos esta relacionada a promocao da hidratacéo e tratamento de escaras,
caracteristicas principalmente atribuidas aos AGEs, presentes em grande quantidade
na pele, mediando o controle da permeabilidade a 4gua e acelerando o processo de
cicatrizacdo de lesbes (CORREIA et al., 2014).
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Quadro 1 — Composicdo dos acidos graxos do 6leo de semente de maracuja e de girassol.

Acido Graxo Oleo de Maracuja (%)* Oleo de Girassol (%)?
Linoleico (w-6) 68,39 67,30
Oleico (w-9) 14,31 20,00
Linolénico (w-3) 0,54 0,11
Palmitico 11,72 6,11
Esteérico 2,84 4,31

1Takam e colaboradores (2019);2 Telles (2006)
Fonte: Adaptado de Oliveira (2020)

As analises por CLAE-EM/EM (Figuras 9 e 10) foram realizadas com o objetivo
de comparar a composicdo graxa obtida experimentalmente, com o levantamento
bibliografico obtido para o perfil de acidos graxos presentes no 6leo da semente de
maracuja. Na Tabela 5, é possivel observar os dados obtidos para a interpretacdo dos
espectros dos acidos graxos.

Tabela 5 — Parametros e condic¢des utilizados para a identificacéo dos &cidos graxos e seus tempos
de retencéo

Tempo de retencéo

(min)
Acido Férmula peso Modo de peso
molecular o x pseudomolecular Hexano Acetona
Graxo molecular mol1 lonizagao 1
(9.m7) (g.mol™)
Linolénico  CisH3002 278,20 [M-H]- 277,19 11,84 11,82
Linoleico C18H3202 280,20 [M-H] 279,19 12,26 12,33
Oleico CisH3402 282,30 [M-H] 281,29 12,59 12,82
Esteérico CisH3602 284,30 [M-H] 283,29 ND 13,38
Palmitico Ci6H3202 256,20 [M-H] 255,19 12,49 12,43

Condig8es: CLAE - fase moével (A) (Agua ultrapura em pH 5,2 ajustado com acetato de amdnio 5 mM)
e fase mével (B) (Isopropanol) em gradiente previamente programado (01 min/10% de fase moével B;
10 min/80% de fase madvel B; 25 min/80% de fase moével B; 27 min/ 10% de fase moével B; 35 min/10%
de fase movel B), sendo as amostras diluidas 1000x em solucdo de cloroférmio/isopropanol 1:4 vlv,
volume de inje¢do de 10 uL, com vazéo de fase mével de 0,3 mL.min-1 e temperatura de forno de
50°C; EM - faixa de varredura de 50 - 700 m/z e fonte de ionizacdo por electrospray, temperatura da
fonte de ionizacdo de 300°C e modo de aquisicdo com Média de 2 espectros por medida, Full Scan
MS1 para a espectroscopia de massas com polaridade negativa.

ND = né&o detectado

Fonte: Autor (2022)

Este trabalho utilizou a técnica de ionizacao por electrospray (ESI). O principal
objetivo do processo da ESI € a conversdo de espécies de analitos da fase liquida
para a fase gasosa, isolando as moléculas. Outra caracteristica necessaria para este
processo é que o analito possua um elevado peso molecular, sendo esta técnica
comumente empregada na analise de proteinas. Uma grande desvantagem € que
esta técnica ndo analisa muito bem as misturas e, quando forcada a fazé-la, os
resultados ndo séo confidveis (GASKELL, 1997).
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Na anélise de acido graxo, € comumente utilizada uma ionizacdo com maior
poténcia, como a ionizacao por impacto de elétrons (le), quando comparada ao ESI.
Isso acontece, pois a energia fornecida no ESI ndo é capaz de fragmentar a molécula
de forma eficaz. Esta técnica € ideal para substancias de média a alta polaridade e
alto peso molecular, pois no tipo de ionizacdo [M+H] é necessario que a molécula
tenha um par de elétrons livre para capturar o H*, enquanto na ionizacdo [M-H], &
necesséria a presenca de um hidrogénio acido. No caso dos &cidos graxos, € possivel
realizar sua analise por electrospray devido a presenca de um hidrogénio acido em
sua estrutura (hidrogénio da carboxila) (KERWIN; WIENS; ERICSSON, 1996).
Processos de ionizacao ditos “brandos” promovem a formacgéao de ion molecular néo-
excitado, com a consequente fragmentacdo minima ou nula da molécula,
evidenciando, dessa forma, o ion molecular (NETO, 2004).

Além disso, na analise de acidos graxos num sistema cromatografico acoplado
a espectroscopia de massas, principalmente na cromatografia gasosa (CG), é
realizada uma derivatizacdo quimica dos acidos graxos estudados onde estes sdo
metilados (ésteres graxos), pois este processo aumenta significativamente a
sensibilidade e especificidade da CLAE-EM/EM ou CG-EM (MOK et al., 2016).

A maioria dos estudos de espectrometria de massas empregou como modo de
ionizacdo [M-H]- para acidos graxos e eicosandides ou [M+H]* para lipidios
complexos, como fosfolipidios, esfingolipidios e lipidios neutros. Dito isso, 0s analitos
de interesse foram melhor visualizados no modo de ionizagéo [M-H]- (DI GIOVANNI
et al., 2018).

Como dito anteriormente, o modo de ionizacdo utilizado para a identificacao
dos éacidos graxos foi o [M-H], onde “M” é o peso molecular, “H” € a massa de

[N

hidrogénio, “-“ € a carga do ion formado no processo de ionizagédo, neste caso um
anion, e o resultado de “M-H” € o peso pseudomolecular, sendo este o utilizado para
a identificagao dos AGs de interesse na amostra (BANERJEE; MAZUMBAR, 2012).

Dito isso, poucos trabalhos na literatura que utilizassem as mesmas condi¢cdes
propostas neste estudo foram encontrados. Os picos encontrados na espectroscopia
de massas foram comparados com o trabalho de Kurata, Yamaguchi e Nagai (2005),
que propuseram descrever uma nova metodologia de identificacdo de acidos graxos
mais rapida.

Para a analise dos dados obtidos através desta técnica, buscou-se analisar a

presenca dos &cidos graxos de interesse em trés diferentes modos de ionizacao
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comumente encontrados na literatura para acidos graxos: [M-H], [M+HCOO] e
[M+CI]" (DELLA-CORTE, 2015). Os ions caracteristicos na analise de CLAE-EM/EM
foram quase indetectaveis na injecao direta, possivelmente por estarem formando
adutos clorados ao invés de espécies desprotonadas. A formagéo dos adutos de ions
cloreto estdo relacionados a ligacbes entre hidrogénios eletroliticos de grupos
hidroxila (WOOD; WOLTJER, 2020).
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Figura 9— Resultados obtidos apds analise cromatografica e espectroscépica do 6leo extraido com acetona por CLAE-EM/EM. (A) Cromatograma, (B)
Espectro de massas do acido linoleico, (C) Espectro de massas do acido oleico, (D) Espectro de massas do acido palmitico, (E) Espectro de massas do
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Condig6es: CLAE - fase movel (A) (agua ultrapura em pH 5,2 ajustado com acetato de aménio 5 mM) e fase movel (B) (Isopropanol) em gradiente previamente
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mL.min-1 e temperatura de forno de 50°C; EM - faixa de varredura de 50 - 700 m/z e fonte de ionizag&o por electrospray, temperatura da fonte de ionizacéo
de 300°C e modo de aquisicdo com Média de 2 espectros por medida, Full Scan MS1 para a espectroscopia de massas com polaridade negativa.

Fonte: Autor (2022)
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Figura 10— Resultados obtidos apds analise cromatografica e espectroscépica do 6leo extraido com hexano por CLAE-EM/EM. (A) Cromatograma,
(B) Espectro de massas do acido linoleico, (C) Espectro de massas do acido linolénico, (D) Espectro de massas do acido oleico e (E) Espectro de massas

do acido palmitico.
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Fonte: Autor (2022).
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O perfil de acidos graxos encontrados neste trabalho vai de encontro aos
dados observados na literatura. Para o 6leo extraido com acetona foram encontrados
os acidos linoleico, oleico, palmitico, esteérico e linolénico. J& para o material extraido
utiizando o hexano como solvente, todos os acidos graxos também foram
encontrados com excecao do acido estearico.

Infelizmente, a analise destes dados p6de ser realizada apenas de forma
qualitativa, pois para uma analise quantitativa seria necessario o emprego de
padrbes. Apesar desta questao, é possivel fazer uma andlise comparativa entre 0s
picos dos &cidos graxos observados nos cromatogramas. A area sob 0 pico
respectivo ao acido linoleico se mostrou maior, evidenciando uma presenca mais
significativa deste &cido, seguido pelos picos dos acidos oleico e palmitico que
dividem o posto de segundo &cido mais presente no 6leo de semente de maracuja;
estes sdo seguidos pela area correspondente ao acido estearico, menos para o 6leo
extraido com hexano, onde nao foi possivel verificar sua presenca na amostra. Por
fim, o &cido linolénico € o componente graxo minoritario deste Oleo vegetal,
apresentando menor intensidade no cromatograma.

Nas amostras estudadas, foram observados outros sinais intensos que nao
sao caracteristicos de acidos graxos, mas de mono-, di- e trigliceréis, sendo relevante
a presenca destas moléculas para a aplicabilidade deste 6leo em formulacdes
cosméticas, entretanto, uma analise mais detalhada e em LC-MS/MS em modo
positivo é necessaria para melhor verificacdo destes dados (UNSIHUAY et al., 2020).

2.2.5 Determinacdo da acidez e indice de acidez

O indice de acidez (IA) (mg KOH/g de 6leo) é um parametro significativo para
avaliar a qualidade e conservacdo dos Oleos vegetais, pois esta diretamente
relacionado ao processo de rancidez, indicando possivel degradacéo da amostra. E
definido como a quantidade necessaria de KOH em mg para neutralizar 4cidos graxos
livies em 1 grama da amostra estudada (DIAZ-ALVAREZ; GUERRERO-
ARRELUCEA, 2018).

A rancidez é considerada a causa primaria da deterioracdo dos 6leos vegetais,
tendo como consequéncias as alteragdes organolépticas como odor desagradavel,
sabores estranhos, alteracdes na coloracéao, além da perda nutritiva do produto. O
fendmeno de rancidez é classificada em oxidativo, processo mediado por espécies

reativas de oxigénios e, hidrolitico, resultado da exposicao das moléculas de tri-, di-
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e monoglicerideos a hidrdlise, acarretando na liberacdo de acidos graxos livres e
glicerol (TELLES, 2006).

O processo de rancidez € acompanhado quase invariavelmente da formacao
de &cidos graxos livres, expresso aqui como acidez em &cido oleico (% m/m). Este
percentual ndo € considerado um valor fixo, pois a acidez livre varia com o tempo
devido a qualidade do 6leo, grau de pureza, processamento e conservacao, além da
exposicado a fatores ambientais como umidade e luminosidade (PEREIRA, 2017;
PAULA, 2015).

Neste trabalho, estes testes foram realizados em triplicata e em dois momentos
distintos. O primeiro logo apds a extracdo, em novembro de 2021 e o segundo cinco
meses depois, em abril de 2022, com o objetivo de avaliar a estabilidade do 6leo.

Os resultados encontrados estdo descritos na Tabela 6. Os dados obtidos
revelam que o IA tanto para o 6leo extraido com acetona quanto com hexano, na
primeira e segunda andlise, encontram-se dentro do limite estabelecido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2005) e Codex Alimentarius
Commission (2008), que estabelecem o limite maximo para o IA de 4,0 mg KOH/g
para Oleos brutos. N&o foi observada também uma diferenca significativa do IA nos
Oleos entre a primeira e segunda andlise, demonstrando que o 6leo extraido no
trabalho manteve sua estabilidade frente aos parametros analisados.

Tabela 6- indice de acidez e Acidez em Acido oleico das amostras de 6leo de semente de maracuja
extraido com hexano e acetona.

Periodo Solvente indice de Acidez Acidez
Novembro/2021 Hexano 3,16 + 0,57 1,59 + 0,29
Acetona 2,9+0,60 1,46 + 0,31
Abril/2022 Hexano 3,43+0,04 1,73 +£0,02
Acetona 1,86 + 0,42 0,90+ 0,17

ImgKOH/g; 2expresso em acido oleico (%).
Fonte: Autor (2022).

A literatura aponta que os 6leos obtidos através dos processos de extracao a
quente, mais especificamente por Soxhlet, apresentam um IA maior em relacdo as
amostras oleosas extraidas por outros métodos, como extracado por prensagem a frio
e ultrassom, uma vez que o material € exposto a altas temperaturas (60 a 75°C). Além
disso, o solvente utilizado para extracao e o tempo de extragdo preconizado podem
modular as reagdes de hidrolise (CORREA; SOUZA; SOUSA, 2010; CARDOSO et
al., 2015).
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Para o 6leo extraido com hexano na primeira e segunda analises os resultados
foram de 3,16 £ 0,57 e 3,43 = 0,04 mg KOH/g respectivamente, um valor superior ao
encontrado por Pereira (2017) correspondente a 1,50 mg KOH/g, com o mesmo
solvente.

Ao pesquisar a influéncia do grau de maturacéo do fruto no suco de maracuja
propriamente dito, Vianna-Silva e colaboradores (2008) encontraram que fatores
como estagio de maturacdo, época de colheita, condicbes de armazenamento,
variabilidade genética, praticas culturais e adubacéo influenciam as caracteristicas do
fruto. Durante o seu amadurecimento, o maracuja sofre alteracbes em sua
composicao fisico-quimica. E possivel que a diferenca entre os resultados obtidos por
Pereira (2017) e os deste trabalho sejam justificadas por estes fatores.

O dado obtido também foi superior ao estudo de Malacrida e Jorge (2012), de
2,35 mg KOH/g, sendo a extracdo do trabalho citado realizado com éter de petréleo.
Em contrapartida, o 6leo obtido neste trabalho obteve um indice de acidez menor ao
encontrado por Lima (2019), de 4,83 mg KOH/g, também extraido com hexano,
estando este fora dos limites estabelecidos pela ANVISA e Codex Alimentarius
Commission.

Ao observar os resultados a partir da extracado realizada com acetona (Tabela
6), verifica-se que o valor de IA esta similar aos valores encontrados na literatura
utilizando outros solventes polares para a extragdo, como o etanol. Pereira (2017)
encontrou um IA de 2,06 mg KOH/g e, Paula (2015) um IA de 2,88 e 1,035 mg KOH/g
para Passiflora setacea e Passiflora alata, que apresentam composicdo graxa
semelhante ao Passiflora edulis.

Em relacdo a acidez do 0leo em percentual de acido oleico extraido com
hexano, os valores obtidos para a primeira e segunda analises, de 1,59 e 1,73%
respectivamente, estdo proximos mas ligeiramente superiores ao encontrado por
Ferrari, Colussi e Ayub (2004) de 1,34%; Kobori e Jorge (2005) obtiveram um valor
superior (7,35%) ao deste estudo, entretanto, os autores trabalharam com amostras
de residuos industriais, onde processos quimicos e fisicos sofridos pelos residuos
podem interferir negativamente nos resultados. Ja Malacrida e Jorge (2012) e Ferreira
e colaboradores (2011) alcangaram o valor de 1,38% e 1,5%, respectivamente, para
0 Oleo extraido a partir do éter de petrdleo.

O IA e a acidez sdo parametros importantes para projetar o potencial

conservante dos Oleos e sua aplicabilidade pratica na industria de alimentos e
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cosmeética, além de influenciar na vida de prateleira do produto e na anélise sensorial
do mesmo (ARAUJO et al., 2019). O 6leo extraido das sementes de maracuja tende
a apresentar baixa estabilidade, pois devido ao alto teor de &cido linoleico, encontra-
se mais suscetivel a rancidez (KOBORI; JORGE, 2005).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos com o objetivo de avaliar a
estabilidade do 6leo através do IA e acidez em acido oleico em diferentes periodos
de tempo. Portanto, ndo é possivel comparar com outros trabalhos a qualidade do
Oleo extraido em relacédo a sua estabilidade frente a rancificagéo natural deste 6leo.

Dito isso, os dados da literatura variam consideravelmente uma vez que o IA e
acidez em acido oleico sofrem interferéncia de fatores como temperatura, exposicao
a luz, meio de conservacgéao e oxigénio (PAULA, 2015). Apesar dos diferentes valores
expressos na literatura, o 6leo obtido neste trabalho estd proprio para uso segundo

as regulamentacdes mencionadas acima.

2.2.6 Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro
A metodologia adotada neste trabalho para a determinagdo do potencial
antioxidante é uma das mais utilizadas na literatura para a verificacdo desta atividade

nos extratos vegetais. Na Tabela 7 encontram-se os resultados da andlise.

Tabela 7 - Atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH

o L N Solvente
Atividade antioxidante e parametros
Hexano Acetona
EC50 (g 6leo/g DPPH) 49,8+ 1,52 50,17 £ 0,62
AA(%) 42 +0,18 73 +2,02

Legenda: (EC50) massa necessaria em gramas para reduzir em 50% a concentracao inicial do
radical DPPH; (AA%) percentagem de inibi¢cdo do radical DPPH.
Fonte: Autor (2022).

A quantidade de 6leo necessaria para reduzir a concentracgédo inicial de DPPH
em 50% para o Oleo extraido com o hexano foi de 49,8 + 1,52 g 6leo/g DPPH (AA%
=42, +0,18), enquanto com a acetona foi de 50,17 + 0,62 g 6leo/g DPPH (AA% =73
+ 2,02). Ambos os 0Oleos obtidos apresentaram atividade sequestradora do radical
DPPH. O 6leo extraido com acetona obteve um valor de AA(%) maior que 50%,
indicando maior atividade antioxidante no mesmo (MALACRIDA, 2009). De acordo
com a metodologia do DPPH, quanto menor o valor de EC50, maior o poder
antioxidante, pois indica que é necesséaria uma menor concentracdo de 6leo para se
consumir 50% do DPPH (PEREIRA et al., 2017).
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Existem diferentes formas de expressar a atividade antioxidante in vitro na
literatura, dificultando a comparacéo entre os estudos. Este trabalho calculou o ECso
e a AA (%), entretanto para efeito de melhor comparacéo com a literatura, foi utilizada
somente a AA%.

O oOleo extraido com hexano apresentou menor atividade antioxidante,
corroborando com os achados de Pereira (2017). Segundo a literatura, € esperado
uma maior atividade antioxidante para o 6leo que é extraido com solvente polar, a
acetona neste caso, pois ha uma maior solubilizacdo de compostos antioxidantes
como tocoferdis, compostos fendlicos, fitosterdis e carotenoides (PAULA, 2015).
Entretanto, o resultado obtido através da analise do 6leo extraido com hexano néo é
confiavel, pois a amostra nao solubilizou completamente no solvente utilizado (alcool
isopropilico), sendo necessario testar outro solvente para verificar solubilizagdo da
amostra, como por exemplo o metanol, mas ndo havia amostra suficiente para repetir
a analise (BALLEN et al., 2019).

Lopez-Vargas e colaboradores (2013), encontraram um valor de 87,79% de
AA% para o 6leo extraido com metanol; Pereira e colaboradores (2019), obtiveram
uma AA de 55.90% para o 6leo extraido com hexano e 83,90% com etanol; Lima
(2019) atingiu uma AA de 20,39% no 6leo extraido com hexano; ja Malacrida e Jorge
(2012) utilizando éter de petréleo, obtiveram uma AA de 48,00%. De um aspecto
geral, os resultados encontrados no trabalho atual estdo em consonancia com a
literatura sob a Gtica de que os 6leos extraidos com solventes polares apresentam
maior AA%.

Dentre as principais substancias com acao antioxidante no 6leo da semente de
maracuja, esta a vitamina E (a -, B-, y- e 6-. tocoferol). Em relacdo ao potencial
antioxidante em oOleos e gorduras, a atividade antioxidante dos quatro tocoferois
apresenta a seguinte ordem: & >y = 3 > a. O conteudo total de tocoferol & influenciado
por diversos fatores, como condi¢cfes climaticas de plantio, colheita, condi¢cdes de
processamento e armazenamento, genotipo da planta e concentracdo de acidos
graxos poli-insaturados (TORRES et al., 2021).

Os tocoferéis, assim como outros antioxidantes, tém a funcéo de proteger o
organismo contra o estresse oxidativo proporcionado pelos radicais livres ou espécies
reativas de oxigénio. Essas moléculas séo instaveis e provenientes do metabolismo
energético normal das células, principalmente. Habitos de vida como fumar, consumir

bebidas alcodlicas, alimentacdo inadequada e exposi¢do solar contribuem para a
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producdo dessas substancias. A nivel de pele e apéndices cutaneos, as espécies
reativas danificam as membranas celulares, o material genético, proteinas
constituintes da matriz extracelular como elastina, colagenos e outros
peptideoglicanos, reduzindo a sustentacdo, elasticidade e hidratagdo do tecido
cutaneo. Em casos mais severos, ha o desenvolvimento de cancer (BREDA, 2022;
PACHECO; LOBO, 2021; VIEIRA; SOUZA, 2019).

2.2.7 Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro

Os Oleos vegetais utilizados industrialmente possuem uma importante
atividade antioxidante e antimicrobiana intrinseca. Quando os 6leos fixos possuem
aplicabilidade em produtos dermocosmeéticos, é de interesse de industrias que estes
insumos possuam uma certa atividade contra micro-organismos da microbiota da
pele, principalmente em relagdo a duas espécies comensais humanas, o
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Ressalta-se também a
utilizacdo desses Oleos vegetais na industria alimenticia para enriquecimento
nutricional de produtos de consumo humano e animal. Também € importante destacar
gque 0s mesmos possuem atividade contra outros micro-organismos de relevancia
médica a nivel do trato gastrointestinal como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
(XUAN et al., 2018).

A atividade antimicrobiana e antifingica caracteristica de alguns 6leos vegetais
esta estritamente relacionada com o seu conteddo de &cidos graxos de cadeia
carbdnica longa (18-22 carbonos) poliinsaturados, como o0s &cidos linoleicoe
linolénico e monoinsaturados, tendo principalmente o &cido oleico como
representante. A interacdo destes AGs com a membrana bacteriana poderia levar a
uma desestabilizacdo e ruptura da mesma (os AGs possuem uma estrutura anfipatica
podendo ter uma acao detergente), inibindo a adeséo celular bacteriana, enzimas e
proteinas de transporte (KESARI; DAS; RANGAN, 2010).

Um estudo realizado por Pérez-Lépez e colaboradores (2017) para avaliar a
atividade de trés Oleos vegetais extraidos de sementes (girassol, chia e amaranto)
sobre o crescimento e viruléncia da bactéria Gram-negativa Chromobacterium
violaceum, capaz de causar bacteremia e abscessos em humanos, demonstrou que

a atividade sobre o crescimento bacteriano foi proporcional ao grau de insaturacéo,
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sendo o &cido cervbnico o mais efetivo, inibindo cerca de 92,5% do crescimento
microbiano.

Além da composicdo graxa do Oleo de semente de maracuja apresentar os
AGs que possuem um potencial importante para atividade antimicrobiana, existem
outras substancias presentes neste material extraido, como compostos flavonoides e
fendlicos. Estes metabdlitos vegetais podem causar a lise da membrana bacteriana,
a inibicAo da DNA girase e das membranas citoplasmaticas. Estas caracteristicas
tornam o estudo da atividade antimicrobiana deste 6leo contra micro-organismos
patogénicos uma necessidade para fundamentar ainda mais sua possivel aplicacao

nas industrias cosmética, farmacéutica e alimenticia (PUROHIT et al., 2021).

2.1.7.1 Método de difusdo em agar

Através do teste de disco-difusdo, observou-se que 0s micro-organismos com
crescimento inibido, o tiveram na presenca do 6leo bruto, portanto, para a tabulacéo
dos dados foram considerados somente dos discos 1 e 4 (6leo bruto). Dito isso, 0
Oleo extraido com acetona ndo apresentou nenhuma acdo sobre o crescimento
bacteriano, diferentemente do visualizado na aplicacdo do 6leo obtido a partir do
hexano como solvente. Este apresentou atividade antimicrobiana sobre os trés
espécimes Gram-negativos utilizados: Escherichia coli ATCC 35218 (10 mm) e ATCC
25922 (15 mm) e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (14 mm). Os resultados
encontrados neste trabalho estéo dispostos na Figura 11 e Tabela 8.

Os resultados destes testes podem ter sido afetados pela caracteristica
lipofilica do extrato. A literatura indica como possibilidade para proporcionar uma
maior difusdo do material oleoso pela placa de agar ou no caldo, no caso da CIM, a
utilizacdo do polissorbato 80 (Tween ® 80), um tensoativo ndo ibnico, para
potencializar a solubiliza¢do do 6leo (JUSUF; PUTRA; DEWI, 2020). Nao foi possivel
realizar o teste de disco difusdo com este tensoativo, pois ndo havia disponibilidade
do mesmo em laboratério.

Ferreira e colaboradores (2011) buscaram analisar a atividade antimicrobiana
de quatro Oleo vegetais, entre eles o 6leo de semente de maracuja. Os autores
testaram trés tipos de 6leo de maracuja amarelo (refinado, extraido por presséao a frio
e em Soxhlet) sobre Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, ndo sendo observada atividade sobre

nenhum dos micro-organismos.
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Figura 11— Resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo de semente de maracuja
pelo método de disco-difusdo: (A)Staphylococcus aureus, (B) Staphylococcus epidermidis, (C)
Staphylococcus hominis, (D) Staphylococcus warneri (E e F), Escherichia coli e (G) Klebsiella

pneumoniae.

Fonte: Autor (2022).
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Tabela 8- Resultados do teste de disco difusdo em agar do 6leo de semente de maracuja para as
amostras estudadas.

Diametro dos halos de

Amostra inibicdo (mm)

Hexano Acetona
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0 0
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 0 0
Staphylococcus hominis ATCC 27844 0 0
Staphylococcus warneri ATCC 10209 0 0
Escherichia coli ATCC 25922 15 0
ATCC 35218 10 0
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 14 0

Fonte: Autor (2022).
Ao comparar os resultados deste trabalho com as atividades antimicrobianas

de outros 6leos vegetais na literatura, € possivel verificar uma maior atividade do 6leo
fixo extraido de outras espécies vegetais. Agra e Fortuna (2019), estudaram o 6leo
fixo de Allagoptera caudescens (Mart.) Kuntze (buri) extraido com etanol sobre
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, observaram que o 6leo inibiu o crescimento
do Staphylococcus aureus em trés concentracdes diferentes: 22,92 mg.g* (14 mm),
11,46 mg.g* (12 mm) e 5,73 mg.g* (8 mm).

Um estudo realizado por Silva e colaboradores (2021), verificou que o 6leo de
semente de girassol, que possui composi¢cao quimica similar ao 6leo de semente de
maracuja, apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (9
mm), Enterococcus faecalis (11 mm) e Klebsiela pneumoniae (12 mm), corroborando
com os achados de Cardoso e colaboradores (2021).

Em outro trabalho, Jusuf, Putra e Dewi (2020), verificaram que o Gleo extraido
do maracuja roxo (Passiflora edulis Sims) apresentou atividade antimicrobiana contra
Propionibacterium acnes, uma bactéria Gram-positiva anaerébica encontrada na pele
humana, possuindo um papel de destaque na patogénese da acne. O aumento da
atividade antimicrobiana foi diretamente proporcional ao aumento da concentracao
do extrato: 1,25% m/v (6 mm), 2,5% m/v (6,83 mm), 5% m/v (8,5 mm), 10% m/v (10,08
mm), 20% m/v (14 mm) e 40% m/v (16 mm) de extrato.

Saravanan e Parimelazhagan (2013), analisando a atividade antibacteriana e
antifingica de extratos de Passiflora subpeltata extraidos com diferentes solventes
demonstraram acdo sobre diversos microorganismos testados, entre eles Klebsiela

pneumoniae e Streptococcus pyogenes. Entre os solventes testados, os mais efetivos
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foram a acetona e metanol, estando os resultados relacionados a maior capacidade
de extracdo de compostos fendlicos por estes solventes.

O método de difusdo em agar apesar de ser mais simples, barato e
reprodutivel, € menos sensivel quando comparada a metodologia de microdiluicao
em caldo (JUNIOR et al., 2012). Alguns autores propdem que o método de
microdiluicdo em caldo é mais confiavel ao avaliar a atividade antimicrobiana de um
agente, pois através dele é possivel obter resultados quantitativos, além de os
achados do teste ndo serem influenciados pela velocidade de crescimento bacteriano
(BONA et al., 2014). Dito isso, buscou-se verificar a atividade antimicrobiana do 6leo

de maracuja através da microdiluicao.

2.2.7.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM)

Como dito anteriormente, a CIM € a concentracdo minima de 6leo necessaria
para a inibicdo do crescimento de micro-organismos. Ja4 a CBM é a concentragdo
minima de Oleo de maracujd necessaria para eliminar pelo menos 99,9% do
crescimento bacteriano em 24 h. A relacdo CBM / CIM € um parametro que reflete a
capacidade bactericida e bacteriostatica de um composto. Uma vez que, o valor desta
relacdo sendo superior a 1 (CBM > CIM) ha o indicativo que uma quantidade
expressiva do 6leo estudado é necessaria para atingir o efeito bactericida, sendo este
material denominado de agente bacteriostatico (SANTOS, 2018). Poucos trabalhos
gue buscassem analisar a CBM e a relagdo CBM/CIM do 6leo extraido da semente
de maracuja foram encontrados na literatura.

A Tabela 9 apresenta os valores de CIM e CBM de oOleo de maracuja
encontrados para as amostras de estudadas.

Comparando o efeito inibitorio dos 6leos, observa-se uma maior atividade do
material extraido com o hexano. O Oleo fixo extraido com este ultimo solvente
apresenta maior efetividade antimicrobiana, devido a presenca de esterois na fracéao
lipidica (PALMA et al., 1999 apud PEREIRA, 2017).

E importante destacar que ambos o0s 6leos apresentaram baixa solubilidade
em caldo Mueller-Hinton utilizado para a verificagdo da CIM. Esta dificuldade de
solubilizacdo pode ter interferido na interacdo dos compostos com atividades
antimicrobianas com 0s micro-organismos, minorando assim as suas acodes

bactericidas.
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Tabela 9- Valores de CIM e CBM de 6leo de semente de maracuja para as amostras

estudadas.

Amostra CIM (mg.mL™) CBM (mg.mL™)

Hexano Acetona Hexano Acetona
Escherichia coli ATCC 25922 500 500 1000 ND
ATCC 35218 500 500 1000 ND
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 500 500 1000 ND
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1000 1000 1000 ND
Staphylococcus epidermidis  ATCC 12228 ND ND ND ND
Staphylococcus hominis ATCC 27844 ND ND ND ND
Staphylococcus warneri ATCC 10209 ND ND ND ND

Fonte: Autor (2022).

Os resultados encontrados neste trabalho estdo em consonancia aos
encontrados por Pereira e colaboradores (2019) com o 6leo de semente de maracuja
extraido com propano comprimido. Entretanto, os autores alcancaram valores de CIM
menores aos encontrados neste trabalho em relagdo ao 6leo extraido por Soxhlet.
Com o 6leo extraido com hexano, os autores encontram uma CIM de 6,25 mg.mL™*
para o Staphylococcus aureus e de 1,5625 mg.mL! para a Escherichia coli, enquanto
que para o material extraido com etanol, a CIM foi de 25 mg.mL'e 6,25 mg.mL*,
respectivamente.

A diferenca encontrada entre este trabalho e o citado acima, pode ser
explicada pela opcdo de realizar a diluicdo seriada a partir do 6leo bruto em
contraponto ao seguido pelo autor citado, que partiu do 6leo ja diluido. O autor
encontrou uma atividade inibitéria sobre as bactérias Gram-negativas estudadas
(Escherichia coli e Salmonella enteritidis), corroborando com os achados atuais.

Oliveira e colaboradores (2016) encontraram valores de CIM préximos ao de
Pereira e colaboradores (2019) para o 6leo extraido com etanol por extracédo assistida
por ultrassom na bactéria Gram-negativa Escherichia coli (8 mg/mL). Os autores
também atribuem esta ac&o bactericida aos possiveis compostos fendélicos extraidos.

Rizwana, Al Otibi e Al-malki (2019) também buscaram analisar a atividade
antimicrobiana da polpa do maracuja roxo contendo as sementes utilizando diferentes
solventes. Para os extratos acetbnicos, os valores de CIM para Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram 1 mg.mL?, 4 mg.mLte 32
mg.mL™, respectivamente. J& para o extrato metanoico, esses valores foram, para os
mesmos micro-organismos, de 4 mg.mL?', 32 mgmL! e 32 mg.mLY,
respectivamente. E importante ressaltar que este trabalho utilizou o extrato obtido da

associacao entre a polpa e as sementes do fruto, e o conteudo contido na polpa &
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rico em flavonoides, terpenos, fenois, compostos aromaticos e alcaloides,
potencializando o efeito antimicrobiano.

Através dos dados obtidos neste trabalho e os presentes na literatura, &
possivel observar que o déleo de maracujd apresenta maior atividade sobre as
bactérias Gram-negativas. A diferenca de atividade entre as bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, entre outros fatores, pode estar associada a composicéo
celular distintas dos dois grupos. As bactérias Gram-negativas apresentam em sua
composicado celular uma membrana lipidica externa essencial para a sua preservacao
e desenvolvimento no meio. Portanto, os acidos graxos agiriam como uma molécula
tensoativa desorganizando esta estrutura e impedindo o crescimento bacteriano. Ja
a atividade microbicida em bactérias Gram-positivas esta mais relacionada a acao de
ésteres derivados de Oleos vegetais com capacidade de romper as ligacdes
glicosidicas entre os peptideoglicanos da parede celular destes micro-organismos
(WATANABE et al, 2013).

A exemplo de outros trabalhos mais recentes da literatura, o estudo atual visa
contribuir com mais informacg6es em relacdo ao uso do 6leo de maracuja como um
adjuvante antimicrobiano. Estudos mais aprofundados séo necessarios para verificar
se ha a presenca de outras moléculas com potencial antimicrobiano na matriz lipidica,
avaliar a acdo microbicida contra outros micro-organismos e estabelecer a razao de

uma de efetividade maior contra Gram-negativas em relacdo as Gram-positivas.

3 CONSIDERACOES FINAIS

As extracOes realizadas por Soxhlet com hexano e acetona apresentaram
rendimentos préximos, mas discordantes com a literatura, uma vez que o rendimento
da extracdo acetbnica foi maior que a hexanica. Apds observacfes organolépticas
dos Oleos extraidos, como coloragéo, o hexano foi o solvente cujo 6leo extraido
apresentou caracteristicas macroscopicas mais satisfatorias.

O o6leo de semente de maracuji apresenta uma composi¢ao graxa similar ao
Oleo de girassol, insumo usualmente presente em formulagbes tOpicas para o
tratamento e prevencao de condicdes patoldgicas do tecido cutaneo apresentando,
assim, potencial para a sua utilizacdo pela industria cosmética e farmacéutica. A
analise por CLAE-EM/EM foi importante para elucidacédo e confirmacdo do perfil de
acidos graxos presentes nos 6leos extraidos. Como limitagdo, a metodologia utilizada
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na espectrometria de massas nao € a preconizada para a determinacédo de acidos
graxos, entretanto, € possivel de ser utilizada em decorréncia da caracteristica acida
(presenca de hidrogénio ionizavel) dos analitos. Por auséncia de padrdes certificados,
ndo foi possivel realizar uma analise quantitativa dos componentes presentes.

O indice de acidez e a acidez em acido oleico apesar de maior em relacéo aos
dados encontrados na literatura, estiveram dentro do limite maximo estimado pela
legislagdo brasileira. Em relagcdo a atividade antioxidante do 6leo, a literatura
apresenta uma grande variagdo dos valores encontrados nesta analise, entretanto,
em comparacdo com a maior parte dos trabalhos pesquisados, os achados deste
estudo se configuram menores. O Oleo extraido com acetona apresentou maior
atividade antioxidante, possivelmente pela extracdo de tocoferdis, compostos
fenolicos, fitosterdis e carotenoides. O valor encontrado da atividade antioxidante do
0leo hexanico ndo é robusto, pois ndo houve solubilizacdo completa do 6leo no
solvente utilizado para a analise.

A andlise antimicrobiana foi prejudicada pela dificuldade de difusdo do 6leo
extraido através do meio sélido e pela ndo solubilizacdo no caldo para a determinacéo
da concentracdo inibitéria minima. Independente desta questdo, foi possivel
visualizar uma maior acdo antimicrobiana do 6leo hexanico quando comparado ao
acetbnico. Este achado estd em consonéancia com a literatura, uma vez que os 6leos
extraidos com solvente apolar apresentam maior atividade ao extrato polar. Outro
achado interessante se configura no 6leo hexanico ao apresentar acdo sobre
bactérias com genes de resisténcia: a Escherichia coli ATCC 35218 produtora de
beta-lactamase e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, produtora de beta-lactamase
de amplo espectro.

Dessa forma, os resultados apontam para a possibilidade da incorporagéao do
O0leo das sementes de maracujA azedo em produtos cosméticos, mais
especificamente em emulsGes, micro e nanoemulsdes, com finalidade hidratante,
cicatrizante e antiinflamatdria topica, agrega valor ao produto e contribui para a

reducdo do impacto ambiental gerado pelo descarte dos residuos do fruto.
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