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RESUMO

Os vegetais folhosos ndo convencionais tais como sementes, talos, farelos e folhas, podem ser
inseridos na alimentacdo humana como fonte alternativa de nutrientes. Dentre as alternativas,
destaca-se a folha de quiabo (Abelmoschus esculentus), vegetal pertencente a familia
Malvaceae, bastante difundido em regides de clima tropical. No entanto, a biodisponibilidade
dos nutrientes pode ser afetada por fatores antinutricionais. Em vista do exposto, este estudo
objetivou a determinacdo da composi¢do nutricional, antinutricional (lectina, tanino e
saponina), deteccdo de compostos fenodlicos, caracterizacdo da lectina presente e atividade
microbioldgica da fracdo protéica das folhas de Abelmoschus esculentus. Para isso foram
feitas analises de composicdo centesimal e teores de antinutricionais (lectina, saponina e
tanino) em folhas frescas, branqueadas, cozidas e liofilizadas, enfocando o efeito de diferentes
tratamentos sob esses parametros. A lectina foi determinada por meio de atividade
hemaglutinante frente a hemaécias de coelho e humanas do sistema ABO, sendo
posteriormente confirmada presenca pela especificidade a carboidratos. Foi testada sua
inativacdo por meio de tratamento térmico, choque de pH, resisténcia a agente desnaturante,
redutor e enzimatico. A fracdo 30% foi submetida a testes de atividade antifungica e
antibacteriana. Os taninos foram determinados por meio do reativo de Folin-Denis, enquanto
que teste hemolitico foi realizado para testar presenca de saponinas. As folhas frescas,
branqueadas, cozidas e liofilizadas apresentam predominancia de carboidratos, 11,54%,
12,42%, 4,99% e 36,97%, respectivamente; fibras brutas, 3,85%, 4,21%, 3,86% e 12,88%,
respectivamente; célcio, 382,50%, 357%, 366,50% e 691% e magneésio, 232,50%, 237,50%,
138,50 e 438%, respectivamente. Foi detectada a presenca de lectina, sendo maior atividade
especifica em folhas branqueadas (11, 14 UH/mgP), bem como sua inativacdo total por meio
de tratamento térmico (100°C por 30 minutos) e também em pH basico. Foi detectada
auséncia de saponina. Apresenta teor de compostos fendlicos totais de 19,27 mg de GAE/g. A
fracdo 30% ndo apresentou efeito inibitorio sobre o crescimento de fungos e bactérias.
Concluiu-se que a folha de Abelmoschus esculentus possui alto teor de carboidratos, fibras e
minerais Ca, Mg e K, baixo valor calérico e ausente de saponinas, além de apresentar
componentes antioxidantes. O tratamento térmico foi capaz de inativar a lectina presente e

diminuir os teores de tanino para valores aceitaveis.

Palavras-chave: Folhas de Abelmoschus esculentus. Composic¢ao nutricional. Compostos
fendlicos. Fatores antinutricionais. Lectina.



ABSTRACT

The non-conventional vegetables’s leafy such as seeds, stems, leaves and crumbs, can be
inserted in food as an alternative source of nutrients. Among the alternatives, there is okra’s
leaves (Abelmoschus esculentus), vegetable belonging to the Malvaceae family, is widespread
in tropical regions. However, the bioavailability of nutrients can be affected by antinutritional
factors. In view of the above, this study aimed to determine the nutritional composition,
antinutritional (lectin, tannin and saponin) detection of phenolic compounds, characterization
of this lectin and biological activity of the protein from Abelmoschus esculentus’s leaves. The
analysis were made of composition and content of antinutritional (lectin, saponin and tannin)
in fresh leaves, blanched, cooked and lyophilized, focusing on the effect of different
treatments on these parameters. The lectin was determined by hemagglutination activity
against rabbit erythrocytes and ABO human system, and subsequently confirmed by the
presence of specific carbohydrate. Inactivation was tested by means of heat treatment, the pH
shock, resistance to denaturing agent, reducing and enzymatically. The fraction 30%
underwent testing for antifungal and antibacterial activity. Tannins was determined by the
Folin-Denis reactive, while hemolytic test was performed to test the presence of saponin. The
fresh leaves, blanched, cooked and lyophilized present predominantly carbohydrate, 11.54%,
12.42%, 4.99% and 36.97% respectively, crude fiber, 3.85%, 4.21%, 3.86% and 12.88%
respectively, calcium, 382.50%, 357% 366.50% to 691% and magnesium, 232.50% 237.50%
138.50% and 438 respectively. It was detected the presence of lectin, specific activity was
higher in leaves bleached (11.14 HU / mgP) and total inactivation by heat treatment (100°C
for 30 minutes) at basic pH. It was detected the absence of saponin. Displays total phenolic
content of 19.27 mg GAE / g. The 30% fraction showed no inhibitory effect on the growth of
fungi and bacteria. It was concluded that the Abelmoschus esculentus’s leaves is high in
carbohydrates, fiber and minerals Ca, Mg and K, low calorie and absent saponins, besides
having antioxidant components. The heat treatment was able to inactivate this lectin and
lower tannin content to acceptable values.

Key-words:  Antinutritional factors.Abelmoschus esculentus’s leaves.Lectin.Nutritional
composicion.Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa posigdo desconfortavel no ranking mundial de paises com baixo
desempenho na éarea social ndo apenas nos setores de educagdo e habitacdo, mas também
como um dos paises que alimenta mal os seus cidad&os. Por outro lado, vivemos em uma
fase de transicdo nos padrdes alimentares, com dietas ricas em gorduras e agucares e
deficientes em carboidratos complexos e fibras, presentes principalmente em hortalicas e
frutas (DIAS et al., 2005).

Os vegetais fornecem nutrientes essenciais para o corpo e podem ser uma fonte de
nutrientes para as pessoas de todas as classes sociais, devido o seu baixo custo e
excelente disponibilidade, sendo cultivados sem a necessidade de grandes investimentos
financeiros (LEITE, 2010) alem de conterem substancias com ac¢do antioxidante, as quais
exercem acdo protetora contra a evolucdo de processos degenerativos que conduzem as
doencas e ao envelhecimento precoce (BARCIA, 2009), dentre estes antioxidantes se
destacam os compostos fendlicos.

Para estimular o consumo de hortalicas e frutas, revertendo este quadro, podem
ser utilizados alimentos ndo convencionais ou gque estejam disponiveis na regido, como
proposta para o combate a fome e a inseguranca alimentar e promover a dieta 0 consumo
de alimentos ricos em fibras, vitaminas e minerais, muitas vezes deficientes na
alimentacéo (DIAS et al., 2005).

Dentre os vegetais utilizados na nossa alimentacdo, menciona-se 0 quiabo
(Abelmoschus esculentus (L.) Moench) originario da Etidpia-Africa, pertencente &
familia Malvaceae, hortalica bastante difundida na regido Nordeste do Brasil, porém
pouco utilizada no restante do pais (SOARES, 2010). As vagens do quiabo séo usadas
tanto como legumes quanto como medicamento tradicional (SENGKHAMPARN et al.,
2009), sendo um alimento popular de alto valor nutricional (PAES; ESTEVES; SOUSA,
2012). As folhas jovens sdo comumente consumidas como legumes pelos povos da
Africa Ocidental e Central e pelos seus imigrantes que vivem na Europa Ocidental
(TSUMBU et al., 2012), porém esta pratica ainda ndo é bem difundida no Brasil, devido
a questdes culturais e a escassez pesquisa cientifica sobre as propriedades nutricionais da
folha.

No entanto, a biodisponibilidade de seus nutrientes pode ser comprometida pela

presenca de fatores antinutricionais, termo usado para descrever compostos quimicos que
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podem provocar efeitos fisiologicos adversos e interferir na biodisponibilidade,
digestibilidade e absor¢do de nutrientes ou serem toxicos, dependendo da quantidade em
que sdo consumidos (NAVES et al, 2010). Dentre eles, se destacam as lectinas,
saponinas e 0s taninos.

O uso de vegetais como fonte para a produgdo de medicamentos tem se difundido
largamente nos Gltimos anos e vem sendo empregado no tratamento de muitas doengas
(MELLO, 2005). Por esta razao, existe um interesse crescente no estudo da composicao
desses vegetais, tanto para seus constituintes organicos como para inorganicos, com isso
a pesquisa de principios ativos e antioxidantes de plantas na busca de novos farmacos
vém se tornado promissora (LOPES et al., 2005; GOMEZ, 2004; DUNDER, 2009).
Lectinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas e glicoproteinas de origem nao imune
com a capacidade de ligacdo a carboidratos de forma nédo catalitica (PEUMANS;
VANDAMME, 1995). Esta propriedade tanto Ihe confere carater antinutricional como
promissor, como uma biomolécula com potentes atividades bioldgicas. Lectinas vegetais
vém sendo amplamente estudadas, quanto atividade antifungica (YAN et al., 2005;
CHEN, et al., 2009), bactericida (SANTI-GADELHA et al., 2006; NUNES et al., 2011),
anti-viral, como relatado por Nobuyuki, Husk e Barnett (2010), acéo anti-inflamatéria
(NUNES et al, 2009) e pro-inflamatoria (RANGEL, 2012), efeito antinociceptivo
(NEGRE et al.,1992; BARRAL-NETTO et al., 1992; PAIM 2006).

A tendéncia pelo consumo de novos produtos e a busca por moléculas que sirvam
como base para novas drogas de combate ou prevencdo as moléstias humanas tem
originado grande demanda (LIMA, 2008). O isolamento e a caracterizag&o fisico-quimica
de novas moléculas presentes em alimentos de origem vegetal, com vistas a sua acao
fisiolégica no organismo humano, é uma tecnologia inovadora utilizada como fonte
potencial para o desenvolvimento de medicamentos mais efetivos (NASCIMENTO;
LOCATELLI; FREITAS, 2000).

No entanto, pesquisas relativas a purificacéo e ao isolamento de lectina da familia
Malvaceae ainda sdo escassas. Recentemente uma lectina presente nas sementes do
quiabo foi isolada e estudada, o que faz do trabalho um marco no desenvolvimento de

tecnologia e agregacao de valor nutricional aos produtos dessa familia (SOARES, 2010).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Abelmoschus esculentus (L.) MOENCH

O quiabo, Abelmoschus esculentus (L.) Moench, conhecido como lady’s finger, okra,
gumbo e bhindi dependendo da regido no qual € cultivado, pertence a familia Malvaceae, que
se situa entre as horticulas de alto valor alimenticio (DAS; MUKHERJEE; DAS, 2012); tem
origem africana, precisamente da Etidpia, sendo hoje em dia amplamente difundido na Africa
Ocidental, india, Sul da Europa, parte da Asia, Filipinas e nas Américas, ocupando a quinta
posicdo, junto com o tomate, em cultivo na India, constituindo uma hortalica bastante
consumida nesse pais (PENDRE et al., 2011).

O cultivo do quiabo é propicio em clima temperado, nas regides subtropicais do
mundo, sendo utilizado tanto para consumo humano quanto para fins industriais
(VENKATARAVANAPPA et al., 2011). O Brasil caracteriza-se como um pais adequado
para o cultivo do quiabeiro devido a ser uma planta rustica, tolerante ao calor, ter alta
resisténcia a pragas, ndo exige tecnologia avancada para seu cultivo e possui custo de
producdo economicamente viavel, sendo mais explorado nas regides Nordeste e Sudeste
(OLIVEIRA; ALVES; DORNELAS, 2003).

A espécie Abelmoschus esculentus (Figura 1) é anual, arbustiva, de porte ereto e caule
semi-lenhoso que pode atingir até 3 metros de altura; possui um ciclo vegetativo rapido, de
facil cultivo e de alta rentabilidade (FIGUEIRA, 2000). A folha de quiabo é conhecida por
suas folhas estreitas e geralmente tem uma profundidade de corte da borda da folha (ZHU,;
LIU; WANG, 2008) (Figura 2).

A vargem atualmente é utilizada como olericola, por ser palatavel, e ainda para
fornecimento de fibras e 6leos essenciais. As vagens do quiabo constituem um alimento
popular de alto valor nutricional, com grande aceitacdo no mercado, sendo 0s pequenos
produtores 0s maiores responsaveis por toda sua producdo (PAES; ESTEVES; SOUSA,
2012), sendo usadas principalmente como legumes (SENGKHAMPARN et al., 2009). Panero
e colaboradores (2009) relataram que o fruto possui alto valor nutritivo, medicinal e
comercial, além de ser usado na alimentacdo como um ingrediente importante em diversos
pratos da cozinha brasileira, também € utilizado na medicina popular, onde é empregado

como laxante, nos casos de pneumonia, bronquites e tuberculose pulmonar.



Figura 1.: Abelmoschus esculentus.

Fonte: http://www filipinoherbshealingwonders.filipinovegetarianrecipe.com/okra.htm

Figura 2.: Folha de Abelmoschus esculentus.

Fonte: http://obotanicoaprendiznaterradosespantos.blogspot.com/2010/07/quiabo
-abelmoschus-esculentus.tmL
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O quiabo é uma importante hortalica do ponto de vista econémico, devido a sua
excelente disponibilidade, baixo custo e alto valor alimenticio e nutricional. A vargem fornece
ao ser humano vitaminas, tais como C, A, vitaminas do complexo B, como também ferro (Fe),
calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K), proteinas, sendo uma excelente fonte de
carboidratos e fibras (BENJAWAN; CHUTICHUDET; CHANABOON, 2007).

Hussain et al., (2009) encontraram valores de 14,45%, 62,05% e 6,23% para
proteinas, carboidratos e lipideos, respectivamente, para as vagens de quiabo. O quiabo é rico
em um composto mucilaginoso natural constituido por D-galactose, L-ramnose e L-acido
galacturénico, muito utilizada na industria alimenticia com um bom agente emulsificante e
estabilizante (AGARWAL; RAJANI; MISHRA, 2001). Soares (2010) determinou a
composicdo nutricional de sementes do quiabo, apresentando uma predominancia de
carboidratos totais representados pelas fibras (30,81%) e carboidratos sollveis (6,69%),
proteinas (22,14%) e lipideos (14,01%) como também relatou a purificacdo e atividade anti-
inflamatoria da lectina.

Carvalho et al., (2011), testando extratos aquosos de vagens de quiabo liofilizadas e
frescas frente aos microrganismos patdgenos e Rhodococcus opacus, Mycobacterium sp e M.
aurum, Staphylococcus aureus demonstraram inibi¢cdo do crescimento bacteriano, devido a
adesdo destas a fracdo lipidica. Sabitha et al., (2011) comprovou a eficacia do potencial
antidiabético e antihiperlipémico da casca e do pé das sementes de quiabo em ratos
diabéticos. O quiabo pode ser ainda usado como agente diurético, no tratamento de doencas
dentais e prevencao de gastrites (SENGKHAMPARN et al., 2010), além disso suas sementes
possuem antioxidante natural (ADELAKUN et al., 2009).

As folhas de quiabo sdo comumente consumidas como legumes pelos povos da
Africa Ocidental e Central e pelos seus imigrantes que vivem na Europa Ocidental, sendo
também utilizadas na alimentacdo animal (TSUMBU et al., 2012). Sdo boas fontes de energia,
proteina, vitaminas e minerais, em especial fosforo, célcio e magnésio (EFFIONG et al.,
2009).

Na medicina popular, as folhas de quiabeiro sé@o usadas como atenuante da dor de
cabeca, febre, reumatismo, hemorroidas, no tratamento de micoses, tumores, conjuntivite,
feridas e abcessos (MILADIYAH; DAYI; DERSINI 2011; WRIGHT et al., 2007;
FAROMBI, 2003).

Pesquisas quanto a indicacdo do consumo de folhas de quiabo s&o insipientes,
principalmente no Brasil, o que justifica por meio da realizagéo de pesquisas a determinagéo

de sua composicdo quimica, presenca de fatores toxicos e antinutricionais, bem como a
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realizacdo de atividades bioldgicas, antes de ser estimulada com seguranca para sua utilizagéo

humana.

2.2 COMPOSICAO DA DIETA HUMANA

Nas ultimas décadas, a populagdo mundial vem aumentando de maneira acentuada e,
para que essa populacdo possa manter um nivel de alimentagdo com alto valor nutritivo exige-
se um melhor aproveitamento dos recursos alimenticios disponiveis (PEREIRA et al., 2003).
A qualidade nutricional pode ser definida como a capacidade de um alimento em atender um
individuo com o0s nutrientes necessarios para sua manutencdo, desenvolvimento e
funcionamento organico normal (BORJES; CAVALLI; PROENCA, 2010). Dessa forma
nutrientes e outros componentes presentes em alimentos, seja in natura ou processados sao
necessarios em inimeros campos de atividades, tais como nutricdo, saude, agricultura,
comércio e marketing (GIUNTINI; LAJOLO; MENEZES, 2006). Para que uma alimentacéo
seja de boa qualidade deve ser constituida de macroelementos como proteinas, lipideos e
carboidratos, bem como vitaminas, minerais e fibras em quantidades adequadas para suprir a
necessidade requerida pelo ser humano (DENADAI, 2006).

Proteinas sdo moléculas organicas formadas por aminodcidos, resultando em
moléculas com ampla diversidade funcional (CURCHO, 2009). No entanto, sdo muitas vezes
deficientes nas dietas de pessoas de paises em desenvolvimento (ADEYEYE; MOLAYO,
2011). As proteinas exercem diversas funcgdes: biocatalisadoras, hormonais, estruturais de
regulacdo génica, de defesa e transporte nos fluidos bioldgicos (BORSOI, 2001) Deve-se
levar em conta também o aspecto qualitativo, ou seja, seu valor nutricional (DENADAI,
2006) que dependera de sua composicdo, digestibilidade, biodisponibilidade de aminoacidos
essenciais e principalmente ndo ser citotoxica e/ou antinutriente (FAO/WHO, 1991).

Os carboidratos, também conhecidos como hidratos de carbono, sdo compostos
organicos de suma importancia na alimentacdo humana. Constituem a fonte de energia mais
importante, pois sua metabolizacdo resulta em glicose e/ou outros monossacarideos,
combustivel indispensavel para o funcionamento do cérebro, 6rgdos e musculos (BARROS;
CARVALHO; FERREIRA, 2010). Os carboidratos vegetais variam muito no grau de dogura,
textura, velocidade de digestdo e grau no qual sdo absorvidos apds passagem pelo trato
gastrointestinal humano. A diversidade, as propriedades fisioldgicas e os beneficios potenciais

a salde das fontes de carboidratos no suprimento alimentar podem ser apreciados
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examinando-se as propriedades quimicas de cada tipo principal de carboidratos (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2005).

Dentre estes macronutrientes, também se destaca os lipideos, caracterizados pela sua
alta solubilidade em compostos organicos e baixa solubilidade em agua. Sdo de importantes
reservas de energia em animais e sementes oleaginosas, podendo funcionar como combustivel
alternativo a glicose; formam uma camada adiposa na pele, atuando como protetor de 6rgaos,
isolante térmico; dao origem a hormdnios, entre outras fungdes (BORSOI, 2001).

Os minerais sdo micronutrientes essenciais para a manutencdo da nutri¢do e o estado
de saude do corpo. Eles ndo podem ser sintetizados no corpo humano e, portanto, devem ser
obtidos através da dieta. Vegetais de folhas verdes, em geral, sdo alimentos de baixo custo e
fontes de minerais (MENSAH; OKOLI; OHAJU-OBODO, 2008).

Em 2003, com a realizacdo da Pesquisa Mundial de Salde, constatou-se que menos da
metade dos brasileiros adultos (41%) relataram consumir diariamente legumes e hortalicas
(JAIME; MONTEIRO, 2005). Evidéncias disponiveis demonstram que dietas ricas em
vegetais previnem doencas cardiovasculares e diversos tipos de cancer (LIU et al., 2000;
TERRY et al., 2001; WCRF, 2007), devido ao contedo de compostos fendlicos e certas
vitaminas com acdo antioxidante. Dentre os vegetais utilizados pelos brasileiros na
alimentacdo destaca-se o fruto do quiabo, este constitui uma boa fonte de nutrientes
essenciais, tais como proteinas, carboidratos, fibras e minerais, assim como toda hortalica.

Os conteudos de nutrientes dos vegetais podem variar amplamente dependendo de
diversos fatores, tais como a variedade, grau de maturacéo, tipo de solo, uso de fertilizantes,
intensidade e duracdo da luz solar, temperatura e chuvas. Isto torna diferente a composicéo de
uma mesma variedade cultivada em regides diferentes, sendo dificil estimar o real valor
nutritivo (COSTA et al., 2003).

Atualmente é crescente exploracdo de fontes vegetais com substancias que fornecem
ao organismo vantagens nutricionais e farmacéuticas (VARAKUMAR et al., 2007); dentre
estas fontes se destacam os vegetais folhosos de coloracdo verde-escuro, como boas fontes de
minerais e vitaminas (RAJU et al., 2007). No entanto, muitas partes dos vegetais, tais como
talos, sementes e folhas ndo sdo utilizadas como alimento devido a falta de conscientizagdo da
sua importancia nutritiva como € o caso da folha do quiabo, sendo muitas vezes desprezada
no processo da colheita. Nesta espécie, trabalhos sobre constituintes quimicos das folhas
ainda sdo escassos, sendo a maioria voltada para a composicdo quimica das partes geralmente

consumidas, ou seja, as vagens e sementes.
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2.3 FATORES ANTINUTRICIONAIS EM VEGETAIS

Os vegetais fornecem nutrientes essenciais para a manutengdo e/ou recuperacdo da
salde, sendo acessivel para pessoas de todas as classes sociais, devido 0 seu baixo custo,
sendo cultivados sem a necessidade de grandes investimentos financeiros (LEITE, 2010). No
entanto, a biodisponibilidade de seus nutrientes pode ser comprometida pela presenga de
fatores antinutricionais, tais como lectinas, taninos (LEITE et al, 2009), nitratos, oxalatos,
saponinas (PINTO et al, 2001), fitatos e certos compostos fendlicos de maior peso molecular
(GUSTAFSSON; SANDBERG, 1995).

O termo fator antinutricional tem sido usado para descrever compostos quimicos que
podem provocar efeitos fisiolégicos adversos e interferir na biodisponibilidade,
digestibilidade e absorcdo de nutrientes ou serem tdxicos, dependendo da quantidade em que
sdo consumidos (NAVES et al., 2010). Estdo presentes numa extensa variedade de alimentos
vegetais, que quando consumidos, reduzem seu valor nutritivo, e se ingeridos em altas
concentragfes, podem acarretar efeitos danosos a saude (SANTOS, 2006). Na nutricdo
humana tais fatores antinutricionais tém pequena consequéncia, pois sdo termolabeis e
geralmente sdo destruidos nas condi¢cBes normais de preparo, doméstico ou industrial dos
alimentos (KHATTAB; ARNTFIELD, 2009).

Os fatores antinutricionais e/ou téxicos foram identificados como o principal
problema na exploracdo das folhas de fontes vegetais que, quando consumidos reduzem seu
valor nutritivo. Fontes vegetais usualmente usadas na alimentacdo tais como, amarantus,
espinafre e taioba possuem altas concentragcfes de nitrato, oxalatos e saponinas (PINTO et al.,
2001); sementes de abobora contém teor razoavel de polifendis (NAVES et al., 2010).

Folhas de bredo apresentam lectinas e taninos (Leite et al., 2009), neste caso as
lectinas foram totalmente inativadas a 70°C, todavia os teores de taninos ndo foram
significativamente reduzidos com a aplicacdo do calor. Diferentemente, Salazar et al., (2006)
observaram reducdo nos teores de lectinas e inibidores da a-amilase em folhas de Lycianthes
synanthera ap0s tratamento térmico. Varios estudos (MECHI; CANIATTI-BRAZACA,
ARTHUR, 2005; MOURA; CANIATTI-BRAZACA, 2006; RAMIREZ-CARDENASI;
LEONEL; COSTA, 2008) avaliaram o teor de taninos em feijoes e verificaram que o grdo
cozido apresentou diminuicao no teor deste composto quando comparado ao cru, causada pela
acao do processo de cocgdo. Barca, Vazquez-Moreno e Robles-Burguefio, (1991) analisaram
0 teor de lectina de soja in natura e processada. Os niveis de lectina mais altos foram

encontrados em soja crua (3 600 pg/g) e os mais baixos (3,75 a 12,92 ug/g) em produtos de
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proteina de soja texturizada, ou seja, apos tratamento industrial Como eram esperados, 0s
niveis de atividade de lectina de soja dependeram do processamento téermico. Santos (2006)
verificou a reducdo dos niveis de fatores antinutricionais em folhas de brocolis, couve e em
couve-folha, apds cocgdo em tempos crescentes, de 0 a 10 minutos.

Desta forma, a realizacdo de estudos dos nutrientes e fatores antinutricionais dos
vegetais de uso convencional e ndo convencional é essencial, a fim de se estabelecer a

viabilidade de consumo sem causar prejuizo a saude do ser humano (LIMA, 2009).

2.3.1 Tanino

A dieta do ser humano, de maneira geral, possui varios alimentos contendo
consideraveis quantidades de taninos, tais como feijoes secos, ervilhas, cereais, folhas,
vegetais verdes, café, cha, cidra, algumas frutas e alguns tipos de vinhos (REDDY; SATHE;
SALUNKHE, 1985). Liener (1994) define que os taninos sdo composto polifendlicos de
estruturas quimicas diversas, alto peso molecular, com capacidade de se ligar com as
proteinas e outros polimeros, caracteristica que os define como substancias antinutricionais
endogena.

Classicamente os taninos séo divididos em dois grupos, em funcao da sua estruturacao
quimica: hidrolisaveis e condensados (MAKKAR, 2003). Os taninos hidrolisaveis sdo
polimeros de acido galico ou acido hexahidroxidefénico, normalmente presentes em baixa
concentracdo nas plantas e podem sofrer facilmente hidrélise por bases, acidos e esterases. O
metabolismo microbiano e a digestdo gastrica convertem esses taninos em metabdlitos de
baixo peso molecular. Alguns desses metabdlitos sdo toxicos e estdo associados a
hemorragias gastro-entéricos, necrose do figado e rins, principalmente em animais
monogastricos. J& os taninos condensados (catequinas e leucoantocianinas) sdo polimeros
ligados por ligaces tipo carbono-carbono, que ndo sdo susceptiveis de quebra por hidrolise e
como consequéncia, ndo sdo absorvidos pelo trato gastro-intestinal, quando ingeridos em
baixa concentragdo tem acdo protetora de proteinas, porém quando em alta concentragcdo
(acima de 5%) apresentam acdo antinutricional na dieta (CANNAS, 2001), por sua
capacidade de formar complexos insoliveis com as proteinas (JEAN-BAIN, 1998), podendo
causar em animais efeito depressivo sobre o consumo voluntario e reducdo na eficiéncia do
processo digestivo e produtividade (FRUTOS et al., 2002).
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2.3.1.1 Atividade antinutricional dos taninos

Os efeitos de taninos em seres humanos sdo desconhecidos (PRICE; HAGERMAN;
BUTLER, 1980; CHANG et al., 1994), embora, substancias que formam complexos com
compostos nitrogenados provavelmente devem influenciar a digestdo e a absorgdo de
nutrientes (CHANG et al., 1994); possuem efeitos inibidos sobre o ferro ndo heme, formando
precipitados insoltveis, diminuindo sua absor¢do (FANTINNI et al., 2008). Os taninos tém
capacidade de inibir as enzimas a-amilase e a-glucosidades, ligadas ao metabolismo de
carboidratos; as enzimas lipase pancreatica e gastrica, ligado a digestao de lipideos e por fim,
a enzima tripsina e demais proteases, responsaveis pelo metabolismo proteico. Sendo assim,
podem também complexar as proteinas da alimentacdo, impedindo desta forma a acdo das
proteases (McDOUGALL et al., 2005).

Rodrigues e colaboradores (2009) relataram que o0s taninos causam efeitos
indesejaveis na dieta, podendo formar complexos com as proteinas e diminuirem a
digestibilidade e a palatabilidade dos alimentos, resultando em menor ganho de peso aos
animais; Ulceras e danos na mucosa gastrointestinal, menor producao de leite ou 1a, menor
consumo da racdo e menor digestibilidade (MUELLER-HARVEY, 2006). Os taninos
possuem diversidades de efeitos, devido as diferencas nas capacidades fisiologicas dos
animais e as diferentes reagdes quimicas apresentadas pelos diversos grupos de taninos, fato
gue demonstra a correlacdo entre o nicho alimentar e a espécie animal (HAGERMAN et al.,
1992).

Séo atribuidos aos taninos outros efeitos desagradaveis a dieta, como cor indesejavel,
devido as reacdes de escurecimento enzimatico e diminui¢cdo da sua palatabilidade, devido a
adstringéncia causada por sua complexacdo com proteinas salivares (SANTOS, 2006).

Pinto et al., (2001) caracterizando a presenca de fatores antinutricionais na folha de
Xanthosoma sagattifolium (taioba), mostraram taninos presentes em uma faixa aceitavel para
consumo humano, sendo a folha de taioba uma fonte ndo convencional mas com viabilidade

para consumo.
2.3.2 Saponina
As saponinas sdao um grupo de glicosideos anfifilicos que contém uma ou mais

cadeias de acucar ligadas a um triterpeno ndo polar ou esqueleto esteroide aglicona

(YU;CHEN;LI, 2012). S&o compostos naturais que possuem muitas bioatividades, tais como
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antiespasmadico, anti-inflamatorio, imuno estimulantes, atividade antifertilidade e atividade
antitumoral (BARILE et al., 2005; CORREA et al., 2005; WANG, 1988; SPARG;LIGHT;
STADEN, 2004). Estdo presentes em pelo menos 400 espécies de plantas, sendo diversas
utilizadas como fonte de alimentacdo. Possuem efeitos benéficos como promotores de
crescimento, porém algumas plantas que as contém possuem efeitos tdxicos para ruminantes.
Nas plantas sdo mecanismos naturais de defesas contra organismos como fungos e insetos. A
atividade mais comum € a capacidade de produzir hemdlise, essa atividade faz parte do
sistema de protecdo do vegetal contra ataques de predadores (insetos, virus, fungos e
bactérias) (BRUNETON, 1999) e estd ligada a muitas das atividades antibacteriana,
antifungica e espermicida observada (LACAILLE-DUBOIS; WAGNER, 1996).

Na forma de glicosideo integro, em contato com 0 sangue, as saponinas causam
hemolise de eritrocitos, que é a propriedade negativa ndo merecida, pois quando € ingerida a
saponina é hidrolisada em seus constituintes — aglcar e aglicona (sapogenina) e nenhum
desses produtos levam a atividade hemolitica (ELDIN; DUNFORD, 2001).

2.3.2.1 Atividade Antinutricional de Saponina

Uma propriedade das saponinas € sua natureza anfipatica; devido a solubilidade das
sapogeninas em lipideos e das cadeias de acUcar serem hidrossollveis, ha uma potente acado
detergente e emulsificante (WANG;GU;LI, 2005; SARNTHEIN-GRAF;MESA, 2004).
Devido a essa acdo detergente, é dotada de efeito toxico relacionado a sua propriedade de
causar ruptura em eritrécitos liberando hemoglobina (ODA et al., 2000). Outros efeitos
toxicos ainda relacionados a caracteristica de causar lise celular sdo acGes inseticida, anti-
helmintica e ictiotoxica (SCHENKELL; GOSMANN; ATHAIDE, 2007).

As saponinas, de forma geral, sdo de baixo valor nutritivo e estdo relacionadas com
a diminuicdo da aceitabilidade das plantas forrageiras consumidas por animais, fato este que
Ihes confere a denominagéo de fatores antinutricionais ou antiqualitativos (NEPOMUCENO,
2009).

A maé absorcdo intestinal destas biomoléculas é principalmente devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas desfavoraveis, tais como massa molecular grande, capacidade
elevada de ligacéo ao hidrogénio e flexibilidade molecular elevada (YU; CHEN;LI, 2012).

Em monogastricos, as saponinas podem agir positiva ou negativamente sobre o
consumo, a absorcdo e a excrecdo de diversos nutrientes (ANTHONY et al, 1994,
AREGHEORE, 2005; KAYA;ERDOGAN; ERDOGAN, 2003; PETIT et al., 1993; SHI et al.,
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2004). No entanto, efeitos negativos sobre o crescimento e a eficiéncia alimentar também s&o
apontados (POTTER et al.,1993) e diversas hipoteses sdo utilizadas para explica-los: a
diminuicdo no consumo pelo papel adstringente e irritante, reducdo na motilidade intestinal,
producdo de metabolitos ativos e reducdo na digestibilidade da proteina (FRANCIS et al.,
2002).

Quanto a reducdo na digestibilidade das proteinas, Potter et al. (1993), explicaram
que as interacdes entre as saponinas e proteinas formam complexos que diminuem a sua
digestibilidade e que a presenca de diversos alimentos contendo saponinas e proteinas tornam

importante o conhecimento das interagdes entre elas.

2.3.4 Lectina

Lectinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas e glicoproteinas de origem néo
imune com a capacidade de ligacdo a carboidratos de forma ndo catalitica (PEUMANS;
VANDAMME, 1995). Ao se ligar a boa parte dos carboidratos presentes nas membranas
celulares, as lectinas participam de uma gama de processos celulares sem, no entanto, alterar
as propriedades dos carboidratos (NOBREGA et al., 2012).

O termo lectina, do latim legere, foi proposto em 1954, por Boyd e Sharpleigh,
enfatizando a propriedade de algumas proteinas aglutinarem seletivamente distintos tipos
celulares, uma vez que o termo significa escolher, selecionar (VAN DAMME et al.,1998;
ZATTA; CUMMINGS, 1992).

Perto do final do século XIX, evidéncias comecaram a surgir sobre a presenca de
proteinas na natureza que possuiam a capacidade de aglutinar eritrocitos. Estas proteinas
foram definidas como hemaglutininas ou phytoagglutinins, por serem originalmente
encontradas em extratos de plantas.

O interesse pelas lectinas tornou-se mais evidente na década de 60, periodo nos
quais os estudos das atividades aglutinantes e ligantes dessas proteinas comecaram a chamar
atencdo dos pesquisadores. Tais propriedades tornaram as lectinas compostos Uteis para
deteccdo, isolamento e caracterizagdo parcial de glicoproteinas, bem como possibilitar o
estudo das mudancas dos padrdes glicidicos que podem ocorrer no glicocalice nas superficies
celulares durante o desenvolvimento, diferenciagéo e transformagéo neoplasica (SHARON,
1993).

Entre as lectinas de plantas mais estudadas, estdo principalmente as da familia

Leguminosae. Qutras partes da planta como folhas, caule, raizes e flores, contém pouca
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qguantidade que ndo necessariamente sdo idénticas em estrutura ou especificidade a
carboidratos com as lectinas de 6rgdos de armazenamento (RUDIGER, 1998; VIRTUOSO,
2005). Apesar de serem abundantes em muitas plantas, apresentam diferencas minimas na sua
estrutura, especificidade de ligagdo, funcéo fisioldgica, especificamente definida e atividades,
podendo assumir diferentes papéis biologicos (VIRTUOSO 2005; TRINDADE, 2005). Entre
algumas funcdes das lectinas de plantas destacam-se: comunicacgdo celular, defesa contra
hospedeiros (SHARON;LIS, 2007), armazenamento ou transporte de carboidratos em
sementes, inibicdo de crescimento em fungo (SHARON; LIZ 2003; SOARES 2010),
atividade inseticida (TRIGUEIROS et al., 2003) e atividade antiinflamatoria (SOARES,
2010).

A busca de novas drogas antibacterianas é realizada por varios grupos de
pesquisadores em todo o mundo, ndo sé para combater as infeccBes por bactérias
superesistentes e em uso clinico, mas também para utilizacdo em diversas atividades, como na
indUstria e no comércio (BATISTA, 2008).

Assim, as lectinas de Hypoxis hemerocallidea, Eucomis autumnalis e Combretum
mkhuzense sdo capazes de impedir o crescimento de Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis
(GAIDAMASHVILI; STANDEN, 2002). Archidendron jiringa possui uma lectina capaz de
impedir o crescimento de Bacilus subtilis e Staphylococcus aureus (CHARUNGCHITRAK et
al., 2011). O crescimento de B. subtilis também foi impedido pelas lectinas de Phthirusa
pyrifolia (COSTA et al., 2010) e Bothrops leucurus (NUNES et al., 2011). A lectina de
Aplysina lacunosa é capaz de bloquear o crescimento de E. coli (KAZANJIAN;FARINAS,
2006).

2.3.4.1 Atividade antinutricional das lectinas

As lectinas sdo proteinas promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos,
por outro, podem ser consideradas toxicas ao consumo. Devido ao fato de se ligarem a
carboidratos, as lectinas reconhecem e se ligam a receptores glicosilados presentes nas células
intestinais interfere nos processos de digestdo, absorcdo e utilizacdo de nutrientes, devido a
diminuicdo do transporte de nutrientes, além de possuirem a capacidade de inibir varias
enzimas intestinais, devido a esta especificidade (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004).

Quando ingeridas, as lectinas ndo sdo degradadas durante sua passagem pelo trato
digestivo, favorecendo a sua ligacdo aos carboidratos presentes nas microvilosidades, que por

sua vez, provocara interferéncia na absorcédo e utilizacdo de nutrientes, levando a uma rapida
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perda de peso e inibigdo no crescimento de animais experimentais. No tocante a absorgéo, a
endocitose e posterior exocitose das lectinas na mucosa intestinal, a mesma sendo liberada na
corrente sanguinea, acarreta efeitos deletérios e sistémicos acometendo varios Orgaos e
tecidos. Entretanto, o exato mecanismo de acdo das lectinas ainda ndo esta totalmente
esclarecido (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004).

As alteragdes da funcdo fisioldgica causada por lectinas no intestino sugerem ser
causadas por instabilidade aos processos digestivos e a especificidade pelas células da mucosa
intestinal em diferentes regides. Contudo, em alimentos processados ndo ha evidéncias de que
as lectinas presentes sejam tdxicas ao homem devido a esta proteina ser termolabel
(DESHPANDE, 1992, SILVA,; SILVA 2000),

Os possiveis efeitos adversos de lectinas em humanos ndo estdo esclarecidos por
completo, no entanto, podem ser constatados em experimentos in vitro. Sob este aspecto, as
alteracbes observadas no intestino e em outros érgdos de camundongos, ratos e porcos
demonstram que as lectinas sdo capazes de provocar reacdes especificas importantes sob o
aspecto de seguranca alimentar (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

2.4 COMPOSTOS COM ACAO ANTIOXIDANTE PRESENTE NOS VEGETAIS

Frutas e hortalicas sdo recomendadas na alimentacdo humana devido a riqueza em
compostos nutricionais e em substancias com acdo antioxidante, as quais exercem acao
protetora contra a evolugdo de processos degenerativos que conduzem as doencgas e ao
envelhecimento precoce (BARCIA, 2009).

Pesquisas sobre as relacGes entre antioxidantes e prevencdo de doengas nao
transmissiveis, como as doencas cardiovasculares, cancer, diabetes tem aumentado
acentuadamente nos ultimos anos devido aos efeitos de radicais livres no organismo
(KUBOLA;SIRIAMORNPUN, 2008). Os radicais livres sdo moléculas orgéanicas ou
inorganicas e atomos, que contém um ou mais elétrons ndo pareados, instaveis e muito
reativos, que causam danos as células e patologias relacionadas como artrite, catarata, cancer,
diabete, disfuncdo cerebral, aterosclerose, doencas cardiacas e neurodegenerativas, dentre
outras (AYRES et al., 2009)

Os vegetais produzem varios compostos antioxidantes a fim de neutralizar as espécies
reativas de oxigénio, quem incluem os radicais livres, como radicais anion superoxidos,
radicais hidroxilas e espécies ndo radicais-livres (LU;FOO, 1995; HUDA-FAUJAN et al.,

2007). Entre os antioxidantes naturais encontram-se tocoferois, acidos fenolicos
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(RAMALHO;JORGE, 2006), carotenoides (B-caroteno e vitamina A) (RAJU et al., 2007),
vitamina C, clorofilas e flavonoides (COUTO;CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

Os compostos fenolicos sdo compostos cuja estrutura contém pelo menos um anel
aromatico ligado a um ou mais grupamentos hidroxila (SOARES, 2002). Sdo comumente
encontrados em partes comestiveis originados pelo metabolismo secundéario destas e j& foram
relatado possuirem efeitos bioldgicos, incluindo atividade antioxidante (HUDA-FAUJAN et
al., 2009)

A atividade antioxidante dos compostos fenolicos é principalmente devido as suas
propriedades de o¢xido-reducdo, as quais podem desempenhar um importante papel na
absorcdo e neutralizacdo de radicais livres, quelando o oxigénio ou decompondo os peroxidos
(ANTUNES; CANHOS, 1984; BRENNA; PAGLIARINI, 2001; ZHENG;WANG, 2001).

Estes compostos sdo cada vez mais interessantes para a industria alimenticia, por
retardar a degradacdo oxidativa lipidica, melhorando assim a qualidade e valor nutricional do
alimento (HUDA-FAUJAN et al., 2009). Estudos epidemioldgicos j& mostraram que o
consumo regular de alimentos ricos em compostos fendlicos esta associado a reducdo de
doencas cardiovasculares, neuro-degenerativas, e certos tipos de cancer (HASLAM, 1996;
HAVSTEEN, 2002; ROMANI et al., 2005).

Apesar dessa importancia, sdo limitados os dados sobre compostos fendlicos presentes
no fruto do quiabo. Arapitsas (2008) analisando o fruto e suas sementes demonstrou que estes
sdo ricos em compostos fendlicos, com abundante presenca de derivados de quercetinas e
catequinas nas sementes, pele do fruto, presenca de derivados de quercetina e acido
hidroxicinamico. No entanto, sdo escassas as pesquisas voltadas para a quantificacdo destes

compostos em folhas de quiabo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar nutricionalmente e antinutricionalmente as folhas de Abelmoschus
esculentus submetidas a tratamentos térmicos, caracterizar a lectina presente folhas de
Abelmoschus esculentus, bem como realizar atividade microbiolédgica da fracdo proteica que

contém a lectina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a composicdo nutricional e antinutricional em folhas frescas,
branqueadas, cozidas e liofilizadas;
- Detectar e caracterizar a lectina presente em extratos proteicos de folhas de

Abelmoschus esculentus;

- Determinar o agUcar especifico da lectina presente nos extratos das folhas, atraves
de teste de inibicdo da atividade hemaglutinante utilizando diferentes aclcares e

glicoproteinas;
- Verificar a presenca de saponina através de testes da atividade hemolitica;
- Quantificar o teor de taninos;

- Verificar o efeito do calor e do pH sobre a inativacdo da lectina presente nos

extratos proteicos de folhas de Abelmoschus esculentus;

- Verificar a inativacdo dos fatores antinutricionais apds o branqueamento e coccao,

bem como a alteracdo de pH;
- Quantificar os compostos fenolicos presentes;

- Realizar atividades biologicas com a fracdo proteica do extrato da folha de

Abelmoschus esculentus.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas de Abelmoschus esculentus, popularmente conhecido como quiabo,
provenientes da propriedade Assentamento Padre Gino no municipio de Sapé, Paraiba, Brasil,
foram adquiridas junto a feira agro-ecologica da Universidade Federal da Paraiba e

empregadas na parte experimental do presente trabalho cientifico.

4.2 CLASSIFICACAO FILOGENETICA

O quiabeiro possui a seguinte classificacdo filogenética: Reino: Plantae; Diviséo:
Magnoliophyta; Classe: Magnoliopsidia; Ordem: Malvales; Familia: Malvaceae; Género:
Abelmoschus; Espécie: Abelmoschus esculentus

4.3 HEMACIAS HUMANAS E DE COELHOS

Foram utilizados hemacias humanas do sistema A, B e O fornecidas pelo Hemocentro
da Paraiba e hemécias de coelhos, obtidos do Departamento de Biologia Molecular (DBM),

Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.4 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas obtidas conforme item 4.1 foram selecionadas, lavadas abundantemente em
agua corrente e destilada, congeladas, liofilizadas e moidas em moinho elétrico tipo Willey,
obtendo-se uma farinha fina. Esta foi sucessivamente lavada com hexano para delipidacéo,
seca ao ar livre e armazenada hermeticamente em frascos.

Os tratamentos utilizados para as analises de composi¢do centesimal e de minerais
foram: frescas (in natura); branqueamento por 2 minutos em &gua destilada fervente; cocgédo
por 20 minutos em agua destilada, assim como liofilizacdo a -36°C. Posteriormente, as folhas
frescas, branqueadas e cozidas foram secas a temperatura 25°C e armazenadas

hermeticamente em frascos.
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4.5 COMPOSICAO CENTESIMAL E VALOR ENERGETICO

A composicdo centesimal (umidade, cinzas, proteinas, lipideos) das folhas frescas,
branqueadas, cozidas e liofilizadas de Abelmoschus esculentus foi determinada de acordo com
0s métodos da Associacdo Oficial de Quimicos Analistas (AOAC, 2002). Os teores de
carboidratos foram determinados por diferenca entre os percentuais dos demais componentes,
conforme Tramonte et al. (2011). A determinacdo de fibras totais foi segundo metodologia de
Van de Kamer; Van Ginkel (1952).

4.5.1 Umidade

A umidade foi estimada pelo método de secagem em estufa 105°C por 24 horas
(AOAC, 2002), de uma amostra representativa de 1 g para folhas frescas, branqueadas e

cozidas e liofilizadas em cépsulas de aluminio.

4.5.2 Cinzas

O teor de residuo mineral fixo foi determinado pelo método de cinza seca (AOAC,
2002). Para tanto, foi tomada para carbonizacdo em cadinhos de porcelana 2 g de folhas
frescas, branqueadas e cozidas e 1,5 g de folha liofilizada e posterior incineragdo em forno
mufla 550°C por 5 horas, sendo em seguida guardados em estufa 105°C por uma hora e

posteriormente 30 minutos em dessecador.

4.5.3 Determinacdo de Proteinas

O teor de nitrogénio total foi determinado de acordo com a metodologia de Kjeldahl
utilizando-se 1 g das amostras frescas, branqueadas e cozidas e 0,5 g da amostra liofilizada. A
conversdo para o conteudo proteico foi através do fator 6,25. Esse método foi realizado em
trés etapas: Digestdo das amostras em 5 mL de H,SO, (acido sulfdrico) concentrado em
presenca de 1,5 g do catalisador, que resulta em conversdo do nitrogénio em (NH,),SO4
(sulfato de amdnio); Destilacdo, onde o sulfato de amonio é tratado com NaOH (Hidroxido de
Sédio), liberando a aménia em uma solucdo receptora (acido borico a 2%) e por fim a

titulagdo com solucédo padréo de acido cloridrico (HCL) 0,02N com fator conhecido (0,9976).
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4.5.4 Determinacao de Lipideos

A concentracdo total de lipideos nas amostras foi determinada pelo método Bligh-
Dyer. Trata-se de um método de extracdo com solvente a frio, no qual se utiliza a mistura de
trés solventes, cloroférmio-metanol-agua. Foram pesados 10 g de cada amostra. Em um
erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 50 mL de metanol, 25 mL de cloroférmio e 10 mL
de &gua destilada sobre as amostras de folha de quiabo. Homogenizou-se por 4 minutos em
agitador magnético. Ap6s completa homogeneizacao, uma Unica fase foi obtida e procedeu-se
a adicdo de mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL de sulfato de sddio 1,5%, seguida de agitacdo
por 2 minutos. Em seguida, para separagdo das fases, centrifugou-se a 1000 rpm por 2
minutos e a camada superior foi descartada, retirou-se aliquotas de 15 mL filtrando-as em
papel de filtro Watmann n°1 com 1 g de Na,SO, (sulfato de sddio) anidro até a obtencdo de
uma solucdo limpida. Pipetou-se 5 mL do filtrado e colocou-se em tubos de ensaio, em
triplicata. A solugdo foi incubada em estufa com circulagdo de ar 105°C até peso constante.

4.5.5 Carboidratos Totais

O teor de carboidratos foi obtido pela diferenca entre 100g da amostra e 0 somatério
dos outros componentes (proteinas, lipideos, fibras, umidade e cinzas), conforme metodologia
descrita por Tramonte et al. (2011).

4.5.6 Determinacdo de Fibras Totais

A determinacdo de fibras cruas foi feita pelo método conforme descrito por Van de
Kamer; Van Ginkel (1952). Dessa forma, a 2 g da amostra seca e desengordurada, adicionou-
se 2 mL de TCA (4cido tricloroacético), 5 mL de acido nitrico e 70 mL de &cido acético a
70%. A mistura foi digerida sob refluxo por 30 minutos, filtrada em cadinho de vidro com
fundo sinterizado, lavado sucessivas vezes com agua destilada quente e seco em estufa 105°C

por 4 horas.

4.5.7 Determinacéo do valor energético

O valor energético foi calculado pela soma e multiplicagdo dos macronutrientes

roteina, carboidrato, lipidio) pela quantidade de energia fornecida por cada um (%proteina x
(p p pelaq g p p
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4 Kcal + %lipidios x 9 Kcal + % carboidratos totais x 4 Kcal) expresso em Kcal/100g
(BRASIL, 2000).

4.6 DETERMINACAO DE MINERAIS

As concentra¢Bes de magnésio (Mg), célcio (Ca) e potassio (K) obtidas da solucdo de
cinzas foram mensuradas por meio da técnica de espectrometria de absorcdo atdémica,

conforme preconizado pelo IAL (2008).

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

4.7.1 Determinacdo da Atividade Hemaglutinante

Os ensaios de atividade hemaglutinante (AH) dos extratos proteicos de folhas de
Abelmoschus esculentus foram feitos segundo a metodologia descrita por Correia e Coelho
(1995). Para tanto, a AH dos diferentes extratos proteicos, diluidos em solucdes tamponantes
Tris-HCI 0,1 M a pH 7,4 com NaCl 0,15M , Glicina-HCI 0,1M com NaCl 0,15M, pH2,6,
Glicina NaOH 0,1M com NaCl 0,15M pH9,0, e NaCl 0,5M foi determinada por meio de
diluicdes duplo-seriadas. Nesta, aos tubos foram adicionados 100 puL de NaCl 0,15 M, e logo
a seguir adicionou-se no primeiro tubo 100 pL do extrato da amostra e procedeu-se com
diluicdes duplas seriadas. Apds a diluicdo da amostra ao longo dos tubos, 100 pL de
suspensdo de hemacias de coelho e humanas do sistema ABO a 3% foi adicionado a cada um
dos tubos. O experimento foi incubados em estufa a 37°C por 30 minutos e a presenca da AH
foi determinada macroscopicamente.

Os resultados foram expressos em nimero de unidades hemaglutinantes (UH) que é
calculado como sendo o inverso do titulo da maior dilui¢do, na base 2 que ainda apresentou
aglutinacéo visivel de hemacias em atividade especifica da lectina obtida pelo calculo de
UH/mgP (KILPATRICK; YEOMAN, 1978).

4.7.2 Especificidade por agucares
A especificidade da lectina por agucares foi determinada de acordo com o método

descrito por Moreira e Perrone (1977). Assim, uma aliquota de 100 uL de NaCl 0,15M foi

distribuida nos tubos de ensaio, em seguida adicionou-se 100 pL de carboidratos 0,5 M ao
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primeiro tubo e realizou-se diluigdes duplo-seriadas. Em seguida foram adicionados 100 pL
da amostra com lectina, a mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos. Apos este tempo, foi
adicionado 100 pL de uma suspenséo de hemacias de coelhos a 3%. A mistura foi deixada em
estufa 37°C por 30 minutos. A determinacdo da inibicdo por acucar foi realizada
macroscopicamente.

Foram utilizados os seguintes carboidratos: galactose, L-sorbose, D-fucose, fetuina,
manose, glicose, fucoidana, carragenina, metil-a-D-glicopiranosideo, mucina, arabinose, D-

frutose e xilose.

4.8 DOSAGEM DE PROTEINAS

A determinacdo do teor de proteinas solGveis nos quatro tratamentos e da fracdo 30%
foi feita pelo método descrito por Bradford (1976). A concentracdo de proteina foi avaliada
utilizando a albumina sérica bovina como padrdo. O método consiste em retirar 100uL do
extrato bruto obtido anteriormente por extracdo de proteinas solUveis e adicionar 2,5 mL do
reagente de Bradford. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm apo6s 10 minutos

do inicio da reacéo.

4.9 FRACIONAMENTO POR SULFATO DE AMONIO

A lectina presente na folha foi extraida com o tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4
com NaCl 0,15M, na relagdo 1:20, por 3 horas em agitacéo constante a 100 rpm. A mistura foi
centrifugada a 5000 rpm por 20 minutos a 4°C. Ao extrato proteico adicionou-se sulfato de
amonio (16,49/100mL) para a faixa de concentracBes de 30%, segundo metodologia descrita
por Scopes (1994). As amostras com sulfato de amodnio foram deixadas em repouso por 24
horas, posteriormente centrifugadas a 4°C, a 5000 rpm por 20 minutos e o precipitado
exaustivamente dialisado contra agua destilada e liofilizado.

4.10 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

4.10.1 Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante

Aliquotas de 1 mg da fracdo 30% contendo a lectina, foram diluidas em tampdo Tris

0,1M com os pH variando de 2,0 a 13,0. Em seguida as misturas foram incubadas em estufa



36

37°C por 30 minutos e a atividade hemaglutinante foi realizada com hemécias de coelhos a
3%.

4.10.2 Teste de Termoestabilidade

O efeito da temperatura sobre a lectina das folhas de Abelmoschus esculentus foi
realizado com a fracdo 30% a qual foi diluida com Tris-HCI 0,1 M a pH 7,4 com NaCl 0,15M
na concentracao 2:1, posteriormente foi aquecida em termociclador com temperaturas que
variaram de 40 a 100 °C. A cada 10 minutos que correspondeu a variagcdo de 10 °C foi
retirada uma aliquota de 100uL e realizado atividade hemaglutinante como descrito
anteriormente (item 4.7.1). A atividade hemaglutinante foi testada com hemacias de coelho a

3% em duplicata e em diluicéo seriada.

4.10.3 Efeito de Enzimas Proteoliticas

A resisténcia a hidrdlise da lectina presente em extratos proteicos de folha do
Abelmochus esculentus foi testada frente a enzima proteolitica tripsina. Dessa forma, um mg
da fracdo 30% foi diluida em 900uL de NaCl 0,15M e em seguida adicionado 100 pL da
enzima tripsina (Img/mL). A mistura foi incubada por 30 minutos em estufa 37°C. Ap0és esse

tempo realizou-se ensaio de atividade hemaglutinante com hemécias de coelhos a 3%.

4.10.4 Estabilidade a Agentes Redutores e Desnaturantes

O efeito do agente redutor f-mercaptoetanol sobre a atividade hemaglutinante e do
agente desnaturante uréia foi determinado pelo método de Coelho (2002) com modificacdes.
A fracdo 30% foi diluida (2mg/mL) do B-mercaptoetanol 10 mM (Tris- HCI pH 7,4 com NaCl
0,15M) e incubados por 30 minutos em estufa 37°C. Apos esse tempo, realizou-se atividade
hemaglutinante com eritrocitos de coelhos a 3% nos extratos proteicos previamente tratados.

Para testar o efeito do agente desnaturante sobre a lectina presente nos extratos
proteicos das folhas, utilizou-se uma aliquota de 2 mg da fracdo 30% diluida em uréia 8 M
(em Tris 0,1M 7,4 com NaCl 0,15M) e incubada em estuda 37°C por 30 minutos. Os ensaios
de hemaglutinacdo foram feitos conforme protocolo mencionado anteriormente.

Foram feitos os controles da hemaglutinagéo (fracdo sem agente desnaturante, salina e
eritrocitos a 3%), da uréia (100uL da solugédo uréia 8M, 100uL de NaCl 0,15 M e 100uL de
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eritrécitos de coelhos a 3%) e do sangue (100uL de NaCl 0,15 M e 100uL de eritrdcitos de
coelhos a 3%).

4.11 DETERMINACAO DO TEOR TOTAL DE TANINOS

Os taninos totais presentes nas folhas frescas, branqueadas, cozidas e liofilizadas

foram determinados pelo método de Ranganna (1977), utilizando o reagente Folin-Dennis.

4.12 DETECCAO DE SAPONINAS POR HEMOLISE

Pesou-se 6 g de agar e dissolveu-se em 200 mL de solucdo tamponada com fosfato
bibasico 25 mM pH 7, a 60°C . Retirou-se 5 mL da solucdo de 4gar homogeneizou com 0,5
mL de hemécias de coelhos a 3%. O conteido foi homegenizado e colocado na placa de petri
em temperatura ambiente para solidificar. Apos solidificacdo, adicionou-se 20 e 40 pL das
amostras nos pocos. O resultado foi verificado pela presenca de um halo hemolitico apos 30
minutos e overnight. Como controle foi utilizado a fracdo de sementes de Luffa operculata

que apresentou o halo hemolitico.

4.13 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

4.13.1 Determinacéo de Fenolicos Totais

Para a determinacao de fenois totais foram pesadas amostras de 5 mg, 12 mg e 25 mg
de farinha de folha de quiabo liofilizada, com objetivo de preparacdo de um extrato aquoso.
Adicionou-se 3 mL de etanol 50%, solubilizou-se, filtrou-se em filtro de papel e completou-se
para volume final de 5 mL, para obtencéo das concentracdes de 1:1, 2,5:1 e 5:1.

Os fendis totais foram determinados segundo metodologia de Rufino et al., (2007),
utilizando como reagente o Folin-Ciocalteau, usando &cido galico como solucéo estoque, que
quando na presenca de compostos fendlicos muda sua coloracdo de amarela para azul, e a
intensidade da coloragé@o azul é maior quanto mais compostos fenélicos houverem na solucéo.
Adicionou-se 0,05 mL da solugdo da folha liofilizada a 3,95 mL de &gua e 0,25 mL do
reagente Folin-Ciocalteau. Posteriormente foi acrescido 0,75 mL de carbonato de sédio. A

mistura foi incubada a 40° C por 30 minutos. A leitura foi feita em UV/VIS, com 765 nm.
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4.14 ATIVIDADES BIOLOGICAS DA FRACAO PROTEICA

4.14.1 Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana da fracdo 30% da folha de quiabo foi realizada utilizando-se
0 método de difusdo em disco realizado segundo o0 método M2-A8 preconizado pelo NCCLS
(2003). Trés a cinco colbnias bacterianas listadas na Tabela 1, com igual perfil morfoldgico,
foram selecionadas com auxilio de uma algca metalica. As col6nias foram adicionadas ao NaCl
0,15 M um tubo de ensaio estéril . A turbidez do indculo foi ajustada visualmente com o tubo
0,5 da escala de McFarland (1-2 x 108 UFC/mL). Para o referido experimento utilizou-se o
meio de cultura LB (Luria Bertani). Um swab estéril foi mergulhado no indculo e
posteriormente realizou-se o esfregaco sob toda a placa. Ap6s secagem da superficie do agar,
discos de papel estéreis foram colocados sobre a placa. A fracdo proteica (30%) foi diluida em
fosfato 0,1 M com NaCl 0,15 M pH 7,4 tendo sido preparadas (20 mg/mL) que foram
filtradas em filtro millipore (0,22 W). A partir desta, foram preparadas outras duas
concentracdes de CFL (10 mg/mL e 5 mg/mL). Adicionou-se 10uL de cada diluicdo sobre um
disco de papel (Concentragdes de 0,2 mg — 0,1 mg — 0,05 mg de lectina/disco). O tampéo de
diluicdo Tris-HCI 0,1 M com NaCl 0,5 M pH 7,4 foi usado como controle. As placas foram
incubadas em estufa 37°C por aproximadamente 15 horas. A inibicdo do crescimento foi

determinada macroscopicamente através da presenca de halos de inibicéo.

Tabela 1 - Linhagens bacterianas oriundas da CCT — Colecdo de Culturas Tropicais e ATCC —
American Type Culture Colection

Bactérias Numero do registro
Bacillus subtilis CCT 0516
Escherichia coli ATCC 2536
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619
Staphylococcus aureus ATCC 29213
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4.14.2 Determinacdo da Atividade Antifangica pelo Método de Difusdo em Disco

O teste de atividade antifungica foi realizado segundo Bauer et al. (1966) citados por
Silva (2004). As linhagens (TABELA 2) de fungos foram cedidos pelo Laboratorio de
Micologia do Departamento de Ciéncias Farmaceuticas do CCS/UFPB. Foram preparadas
suspensoes de 1-5x10* de esporos (tubo 0,5 da escala de Mac Farland) preparada em solugéo
salina a 0,9% e contados em cAmara de Neubauer com o uso de microscopio. Posteriormente,
foram inoculados com swab em placas de Petri contendo SAB. Apds o desenvolvimento do
fungo, cada placa recebeu 5 discos de papel de filtro (Z=4mm) esterilizados (121°C, por
20min), distribuidos a 2,5 cm do centro da placa de maneira equidistante e umedecido (10
uL/disco de papel) com a fragdo proteica 30% na concentragéo de 20 e 10 mg/mL.

O desenvolvimento do parasita foi acompanhado e fotografado periodicamente. As
placas foram incubadas a uma temperatura de 35°C. Os resultados foram avaliados de acordo
com a formagéo de halos de inibi¢do do crescimento microbiano em milimetros em torno dos
discos apds 7 dias. Todo o procedimento de preparo do ensaio foi realizado em condicdes
estéreis em capela de fluxo laminar. Os experimentos foram realizados em duplicata e 0s

resultados expressos em média aritmética.

Tabela 2 - Linhagens de fungos dermatdfitos

Fungos NuUmero do registro
Microsporum canis LM 62
Microsporum gypseum LM 100
Trichopyton mentagrophytes LM 08

Trichopyton rubrum ATCC 1683
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